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Max Siegfried +. 
7. April 1864—22. Februar 1920. 


Siegfried, der in den Jahren 1883—87 in seiner 
Vaterstadt Leipzig und Munchen Chemie studierte und 
1887 zum Dr. phil. promovierte, trat nach kurzer Tatigkeit 
bei den Héchster Farbwerken 1888 als Assistent in die 
von Drechsel geleitete chemische Abteilung des Leipziger 
physiologischen Institutes ein. Nachdem er im Jahre 
1892 sich in der philosophischen Fakultit habilitiert 
hatte, wurde er 1897 auBerordentlicher Professor in der 
medizinischen Fakultaét, die ihn 1910 mit der Wiirde 
eines Dr. med. honoris causa auszeichnete. Bei dem 
Wechsel in der Leitung des Leipziger physiologischen 
Instituts im Jahre 1916 erfolgte eine Teilung der Physio- 
logie in allgemeine und chemische Physiologie. Fir 
letztere wurde ein eigenes Institut errichtet, das Siegfried 
zunachst als ord, Honorarprofessor und spiter als Ordi- 
narius tibernahn. 

Dieser Anerkennung seiner Leistungen und seines 
Faches hat Siegfried sich jedoch nicht lange erfreuen 
diirfen. Ende des Jahres 1918 erlitt er einen schweren 
seelischen Zusammenbruch, den der Schmerz um den 
Heldentod zweier hoffnungsvoller Séhne im Weltkriege 
ausgelést hat. Er muBte seine Tatigkeit unterbrechen, 
sein Zustand schwankte, bis er im Februar ds. Js. von 
seinen Leiden erlést wurde. 

Siegfried hat durch zahlreiche Arbeiten das Gebiet 
der physiologischen Chemie in hervorragender Weise 
geférdert. Seine erste Verdéffentlichung aus dem Jahre 
1889 betrifft eine Untersuchung der Milchséiure im 
Muskelsaft und die kiinstliche Darstellung der Acetyl- 








milchsiure. Der Untersuchung der Extraktivstoffe 
des Muskels hat er zahlreiche Untersuchungen 
gewidmet, die zur Auffindung der interessanten Phos- 
phorfleischsiure fihrten, einer komplizierten Ver- 
bindung, welche als Spaltungsprodukte eine pepton- 
artige Substanz, Phosphorsiéure, ein Kohlenhydrat, 
Milchséure sowie Bernsteinsdure lieferte. Die Substanz 
gehért zur Gruppe der Nukleone, deren Vertreter 
Siegfried auch in der Milch antraf. Seine weiteren 
Mitteilungen behandeln vielfach die Lehre von der 
Verdauung sowie die kinstliche Spaltung von 
EiweiB8k6érpern. Er wurde der Entdecker gut defi- 
nierter Produkte bei der partiellen EiweiBhydrolyse, die 
er mit dem Namen Kyrine bezeichnete. Es handelt 
sich hierbei im wesentlichen um Produkte, die ihrer 
MolekulargréBe nach zwischen den einfachen Peptiden 
und héheren Peptonen stehen und durch das Krystalli- 
sationsvermégen ihrer Salze ausgezeichnet sind. Eine 
zusammenfassende Darstellung dieses Gebietes hat 
Siegfried in der Kanitzschen Sammlung mit einer 
wertvollen Monographie (1916) geliefert. Von gréBtem 
physiologischen Interesse war seine Entdeckung, daB 
die Kohlensiure sich an amphotere Aminokérper, ins- 
besondere an Aminosiuren und ihre héheren Molekil- 
verbinde, anlagern kann (Carbamino-Reaktion). Er 
zeigte weiter, daB Alkohole, Zucker und Oxysauren gleich- 
falls zu einer Addition von Kohlensiure befahigt sind, 
und daB bei dieser Reaktion die Kohlensdure dfter sich 
durch Schwefelkohlenstoff ersetzen 14Bt. 

Auch durch eine Reihe analytischer wertvoller Ar- 
beiten und Spezialuntersuchungen hat der Heimgegan- 
gene das Gebiet der Biochemie bereichert. Dieser Wissens- 
zweig erleidet durch Siegfrieds frihen Tod einen schwe- 


ren Verlust. 
e. N. 














Beitrige zur Physiologie der Driisen. 
42. Mitteilung. 
Von 
Leon Asher. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 


Untersuchungen iiber die Funktion der Thymus und der Schild- 
driise, gepriift am Verhalten des respiratorischen Stoffwechsels bei 
normaler und erhéhter AuSentemperatur. 

Von 
Ernst Ruchti. 

(Eingegangen am 31. Januar 1920.) 

Mit 22 Abbildungen im Text. 

Einleitung. 

Untersuchungen von Danoff*) im Asherschen Institut tiber 
den Einflu6B der Milz auf den respiratorischen Stoffwechsel hatten 
Hauri veranlaBt, dessen Resultate beim Kaninchen nachzupriifen. 
Die Ergebnisse beider Arbeiten waren die gleichen, nimlich, daB 
das Vorhandensein der Milz den respiratorischen Stoffwechsel 
hemmt, ihre Wegnahme ihn fordert. 

Als neuen Gesichtspunkt hat Hauri den Einflu8 der Schild- 
driise in bezug auf Kohlensiure und Wasserausscheidung mit in 
den Kreis seiner Untersuchungen einbezogen, und als weiteren 
wichtigen Faktor die Versuche bei normaler und erhéhter AuBen- 
temperatur vorgenommen. 

Die Resultate von Hauri gipfelten darin, daB thyreoidekto- 
mierte Kaninchen auf zwei Arten reagieren: 

1. ,,In einer ersten Periode zeigt sich bei normaler AuBen- 
temperatur (bei 20°C) eine Steigerung der Kohlenséure- und 
Wasserabgabe. Gleichzeitig tritt eine auffallende Verinderung 
der Respiration bei erhéhter AuBentemperatur zutage. Die Hitze- 
polypnée fallt vollkommen weg. Die Wasserabgabe sinkt enorm, 
die Kohlensiureauscheidung ist ganz gering erhdht. 


Biochemische Zeitschrift Band 105. 1 














E. Ruchti: 


bo 


2. Die unter 1. charakterisierte Periode zeigt sich gar nicht 
oder klingt ab und geht in eine zweite tiber, wo Kohlensiure und 
Wasserausscheidung bei normaler AuBentemperatur herabgesetzt 
sind. Bei erhéhter AuBentemperatur aber besteht wieder deut- 
lich Hitzepolypnée, und trotzdem sind sowohl Wasser- wie Kohlen- 
siureausscheidung vermindert.‘ 

Das unter 1. angefiihrte Verhalten sieht Hauri als den Aus- 
druck einer gestérten Wiarmeregulation nach Thyreoidektomie 
an, wie sie tiibrigens an Hand von Rectaltemperaturmessungen bei 
Hund und Katze von Boldyreff*) nachgewiesen worden war. 

Diese Ergebnisse waren an zwei thyreoidektomierten Tieren 
gesammelt worden. Gerade weil Kaninchen nach Thyreoidektomie 
auf zwei Arten reagierten, war es gegeben, die Befunde einer 
Nachpriifung zu unterziehen. 

Von Herrn Prof. Asher auf diese Untersuchungen aufmerk- 
sam gemacht, habe ich es unternommen, unter seiner Leitung 
die Haurischen Resultate zu iiberpriifen, und, wenn méglich, 
sie zu erweitern. Spezielles Augenmerk sollte dabei auf die Re- 
spiration, im besonderen bei erhéhter AuBentemperatur gelegt 
werden. Neu sollte die Thymus einmal fiir sich allein, dann aber 
auch kombiniert mit Schilddriisenexstirpation in den Kreis der 
Untersuchungen einbezogen werden. Nur gestiitzt auf die voll- 
stindig neue Untersuchungsmethode der veranderten, d. h. der 
erhéhten AuBentemperatur, die bereits bei ihrer ersten Anwendung 
ein so bemerkenswertes Resultat geliefert und ein groBes und 
wichtiges Arbeitsfeld eréffnet hat, durfte an dieses Organ heran- 
gegangen werden. Die Tatsache der geringen Reaktion von 
Kaninchen auf solche chirurgische Eingriffe bestand nach wie vor, 
in Hinblick auf obige Methode war aber méglicherweise ein neues 
Ergebnis zu erwarten. 

Uber die Thymusdriise fehlen Stoffwechseluntersuchungen 
mit bezug auf Kohlensiiure- und Wasserabgabe sozusagen tiber- 
haupt. Eine einzige diesbeziigliche Angabe findet sich bei Fried - 
leben‘) (1858), der neben vermehrter Stickstoffausscheidung bei 
ekthymierten Hunden eine Verminderung der durch die Lungen 
ausgeschiedenen Kohlensiure nachgewiesen zu haben glaubt. 
Die iibrigen zahlreichen Arbeiten, die bis dahin titber Thymus- 
funktionen veréffentlicht wurden, und in dem zusammenfassenden 
Referat von Matti5), auf das ich verweise, naher besprochen 
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werden, beziehen sich im wesentlichen auf die Beobachtung 
thymopriver Allgemeinsymptome, auf Veranderungen am Knochen- 
system, auf Beziehungen zum Nervensystem, Kalkstoffwechsel, 
Blutbildung und in weitgehendem Mafe auch auf Organkorre- 
lationen. Die speziell in dieser Richtung sich sehr wider- 
sprechenden Angaben lassen vorliufig noch kein abschlieBendes 
Urteil zu. 

Ganz besonders nachdriicklich aber wird von vielen Autoren 
ein weitgehender funktioneller Konnex von Thymus und Thy- 
reoidea betont, und kein geringerer als Basch®) zieht aus seinen 
Arbeiten den allgemeinen SchluB, da8 sich die Thymus am nich- 
sten der Tatigkeit der Schilddriise anschlieBt, mit der sie der Gruppe 
der branchiogenen Organe angehért. 

Bei diesem Stand der Dinge lag es daher nahe, die Ausfalls- 
erscheinungen nach Thymektomie im Verein mit Thyreoidea- 
ausschaltung zu priifen. Nach all den vielen ,,negativ ausgefallenen 
Thymusarbeiten“ aber zu schlieBen, durfte man von vornherein 
nicht auf groBe frappante Unterschiede in der Kohlensiure und 
Wasserausscheidung nach Thymektomie rechnen, indem ein vi- 
kariierendes Eintreten verwandter Organe eben wahrscheinlich 
war. Ein Resultat nach Thyreo-Thymektomie, d.h. nach Ent- 
fernung zweier vorlaufig als gleichsinnig wirkend angenommener 
Organe, war also um so eher zu erwarten. 


Apparatur und Methode. 


Ein zuverlissiges Verfahren, die Methode von Haldane’), erlaubt 
uns den respiratorischen Stoffwechsel beim Kaninchen zu bestimmen. 
Sie besteht im Prinzip darin, durch vorgelegte Schwefelsiure und Natron- 
kalk in eine gedichtete Respirationskammer eintretende Luft wasser- resp. 
kohlenséurefrei zu machen. In der Kammer mischt sich mit dieser Luft 
das vom Kaninchen ausgeatmete Wasser und die Kohlensiure; sie passiert 
dann wiederum mit Schwefelsiiure resp. Natronkalk gefiillte Flaschen, 
deren Gewichtszunahme das ausgeatmete Wasser resp. die Kohlensiure 
darstellt. s 

Das Prinzip dieser Methode hatte Hauri iibernommen, die ganze 
Anordnung aber so ausgebaut, da8 er die Temperatur in der Respirations- 
kammer beliebig andern und konstant erhalten konnte. Priifung, Zuver- 
lassigkeit und die genauen Mae der Apparatur sind in seiner Arbeit fest- 
gelegt, so da8 ich mich hier kurz fassen kann und nur soweit auf Methode 
und Apparatur einzutreten brauche, als es fiir das Verstiindnis der Arbeit 
notwendig ist; einzig von mir angebrachte Abanderungen sollen genaue 
Besehreibung finden. 


1* 
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Am Anfang des Systems steht zur Mengenbestimmung der durch- 
gesaugten Luft eine gewéhnliche trockene Gasuhr. Wenn diese Art der 
Luftmessung auch nicht sehr genau ist, so ist sie doch geniigend. Auf die 
Gasuhr folgt eine Schwefelsiureflasche und eine Natronkalkflasche, wo der 
atmosphirischen Luft der Wasserdampf und die Kohlensiure entzogen 
wird. In einer weiteren, Schwefelsiiure enthaltenden Flasche wird das bei 
der Bindung der Kohlensdure freiwerdende und bei eventuell feuchtem 
Natronkalk mitgerissene Wasser zuriickgehalten. Die Luft tritt also wasser- 
und kohlensiurefrei in die Respirationskammer, die von einer Plethysmo- 
graphenréhre gebildet wird. Den Verschlu8 am Eingang in das 12cm 
weite Rohr habe ich abgedndert. Er war urspriinglich nach dem, von der 
Firma Stoppani & Cie in Bern nach Angaben von Prof. Asher konstruierten 
Respirationskasten fiir Ratten, wo er sich auch tadellos bewihrte, her- 
gestellt. Es zeigte sich aber bei den Dichtungspriifungen der Apparatur, daB 
ein absoluter Verschlu8 zwischen Holzrahmen und Plethysmographenréhre 
mit Siegellack auBerst schwer zu erreichen und zudem unzuverlissig war. 

Der neue VerschluB besteht einmal in einem festeren Holzrahmen, 
der erméglichen soll, die Verschlu8schrauben besser anzuziehen. Das 
wesentliche ist aber, daB der dickwandige und zudem an seiner Offnung 
noch verbreiterte Zylinder biindig ist zum Holzrahmen, damit der 5 cm 
breite aus bestem, weichem Gummi geschnittene Ring ahnlich wie bei einem 
Konservenglas sowohl dem Zylinderrand als auch dem Holzrahmen anliegt. 

Im weiteren wurde 10 cm vor der Ausgangséffnung aus der Respira- 
tionskammer ein Drahtgitter eingeschoben. Auf diese Notwendigkeit wurde 
ich durch die Beobachtung gefiihrt, daB oft aus zunichst unaufklirbaren 
Griinden das Thermometer, das die Temperatur in der Respirationskammer 
angibt, plétzlich in die Héhe stieg. Es war das immer dann der Fall, wenn 
das Kaninchen vorn in der Réhre saB8 und seine Ausatmungsluft das Thermo- 
meter direkt traf, oder wenn es gar anfing, das Thermometer zu belecken. 

Soweit die Abinderungen; das iibrige der Apparatur, der Heizkasten 
und die Absorptionsflaschen sind direkt von Hauri iibernommen und ich 
verweise auf die genauen Angaben in seiner Arbeit. 

Die Luft passiert nach der Respirationskammer zwei Schwefelsiure- 
flaschen, wo das ausgeatmete Wasser, drei Natronkalkflaschen, wo die 
Kohlensiure aufgenommen wird; in einer letzten Schwefelsdureflasche 
wird bei der Bindung der Kohlensiure frei werdendes Wasser zuriickgehalten. 


Der Gang der Versuche. 


Vor jedem Versuch wurden die Kaninchen auf einer Dezimalwage 
bis auf 10 g genau gewogen und ihre Rectaltemperatur mit einem gewdhn- 
lichen Maximumthermometer bestimmt. Gutes Halten der Tiere ist dabei 
Voraussetzung; denn sobald sich die Kaninchen strauben kénnen, so steigt 
auch die Temperatur sofort. Das Versuchstier wurde sodann in die Re- 
spirationskammer verbracht, die AuBentemperatur auf die gewiinschte 
Hohe gesteigert, die Luft vorliufig noch durch eine Nebenleitung abgesogen. 

Das Gewicht der Absorptionsflaschen wurde bis auf Zentigramm 
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genau bestimmt; ein jeder Versuch erforderte also zwélf Wagungen, d. h. 
zweimal je sechs Flaschen. Eine gréBere Genauigkeit als Zentigramm 
hatte keinen Sinn, da die Kaninchen ja nur auf 10g genau gewogen 
wurden, wobei dann bei der Ausrechnung der Kohlensiure- resp. Wasser- 
abgabe auf Kilogramm Kérpergewicht und Stunde direkt ein Fehler ge- 
macht worden wire. Der eigentliche Versuch begann erst, wenn die er- 
wiinschte Temperatur in der Respirationskammer erreicht war. Die Dauer 
betrug eine Stunde, nachdem anfinglich halbstiindige Versuche gemacht 
worden waren, die aber aus der Uberlegung heraus fallen gelassen wurden, 
daB eventuell vorgekommene und nie ganz ausschaltbare Fehlerquellen 
sich bei der Ausrechnung auf Stunde und Kilogramm Kérpergewicht 
immer verdoppeln. Bei 33° C AuSentemperatur z. B. zeigt ein Normaltier 
erst nach 3—5 Minuten fliegende Atmung; ein halbstiindiger Versuch 
hatte also ein Sechstel der Zeit nicht bei der fiir 33° C AuBentemperatur 
normal fliegenden Atmung stattgefunden. Bei einem einstiindigen Versuch 
sinkt demnach die Fehlerquelle auf die Hilfte. Linger wie eine Stunde 
umgekehrt sind die Versuche auch nicht ausdehnbar, weil sonst die Tiere 
bei 33°C AuBentemperatur zu speicheln anfangen und so das Resultat 
der Wasserabgabe unbrauchbar machen. 

Wie groB der EinfluB der Fiitterung bei diesen Untersuchungen war, 
zeigten am besten Kaninchen BIV und CJ. Diese Tiere waren frisch 
zugekauft und an ihrem fritheren Standort mit Griinfutter gefiittert worden. 
Anfinglich zeigten sie bei 23°C AuBSentemperatur Werte der Wasser- 
ausscheidung von 2,161 resp. 2,102 g, wihrenddem sie nachher beim Trocken- 
futter auf einen Durchschnitt von 1,606 resp. 1,682g pro Kilogramm 
K6rpergewicht und Stunde sanken. Noch deutlicher zeigte sich der Ein- 
flu8 bei 33° C AuBentemperatur, wo die Tiere in einem ersten Versuch 
4,331 resp. 4,401 g Wasser abgaben, bei Trockenfutter aber sofort auf 
Durchschnittswerte von 2,544 resp. 2,510 g zuriickgingen. 

Schon von Anfang an wurde daher in Fiitterung und Futterzeit auf 
gréBte Konstanz gedrungen. Die Tiere wurden einmal pro Tag gefiittert, 
jeweilen am Abend und kamen am nichsten Nachmittag, also niichtern, 
in Versuch. Die Fiitterung bestand ausschlieBlich in Heu, Hafer und 
Wasser. Auch die Haltung der Kaninchen war eine peinlich saubere, so 
daB das Fell immer rein und trocken war, ein Zustand, dessen Fehlen bei 
der relativ starken Ventilation von 120 Liter pro Stunde, die iibrigens 
bei allen Versuchen genau innegehalten wurde, einen nicht unbedeutenden 
Fehler im Wasserwert hatte darstellen kénnen. 

Urspriinglich waren die Temperaturen auf 23° C und 33° C festgelegt. 
Die heiBe Witterung in den Augusttagen zwang aber, bei neu in Unter- 
suchung kommenden Tieren die untere Temperatur auf 25° C festzusetzen. 
Tiere, bei denen die Vorversuche bei 23°C ausgefiihrt worden waren, 
konnten weiter nur Verwendung finden, wenn kiinstlich gekiihlt wurde. 
Am besten hat sich dabei das Auflegen naBkalter Lappen auf den Zylinder 
bewahrt. Ein Eintauchen der Schwefelsiurevorflasche in Eiswasser und 
folgliches Einleiten eines kalten Luftstromes in die Respirationskammer 
war nicht brauchbar. Tiere, die weit hinten im Apparat saBen, und dic 
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der kalte eintretende Luftstrom immer genau an der gleichen Stelle traf, 
fingen an zu zittern, was jeweilen einen Ausschlag in der Kohlensdure- 
abgabe nach oben zur Folge hatte. 


Die Operationen. 


Die Operationen wurden alle unter peinlichster Beobachtung der A- 
und Antisepsis durchgefiihrt. Das Futter wurde am Tage vor der Operation 
etwas reduziert; die Operation fand am niichternen Tiere statt. Eine voll- 
stiindige und noch einige Stunden iiber den chirurgischen Eingriff hinaus 
andauernde Narkose wurde durch subcutane Injektion von 1 ccm 4 proz. 
Morphiumlésung erreicht. 

a) Die Thyreoidektomie bestand in einem 2—3 cm langen Median- 
hautschnitt vom Kehlkopf ab oralwirts. Eine Durchtrennung von Fascie 
und links- und rechtsseitiger Halsmuskulatur legte die Trachea frei; durch 
seitliches Herabdriicken der Muskulatur werden die braunrétlichen, ling- 
lichen, schwach bohnengroBen Thyreoideaseitenlappen sichtbar; der Isthmus 
ist als schwach gelbrétlicher 2—3 mm breiter Streifen erkennbar und sieht 
einem diinnen Blutextravasat ahnlich. 

Die Seitenlappen wurden mit Pinzetten erfaBt, leicht hochgehoben 
und die bindegewebige Verbindung mit der Trachea unter gréBter Sorgfalt 
und Schonung des Nervus recurrens gelést. Die Thyreoidea versorgenden 
GefaBe, inklusive die stark ausgebildete Vene, wurden mit feinen Arterien- 
klemmen abgedreht, durchschnitten oder zerrissen, Blutungen traten bei 
diesem bloBen Abklemmen keine auf oder wenigstens nur solche, die durch 
sachtes Auflegen eines Tupfers sofort gestillt werden konnten. Von einer 
Unterbindung des Isthmus wurde abgesehen. Die beiden Lappen wurden 
zusammenhingend exstirpiert. Der groBe Vorteil dieser Methode besteht 
einmal darin, da8 keine Ligaturen in der Operationswunde zuriickbleiben, 
und zum andern, daB eine wirklich vollstindige Entfernung der Thyreoidea 
gesichert ist. Beim Anlegen von Ligaturen ist es sehr wohl méglich, gerade 
am oralen Pol der Lappen, wo ein gréBeres GefiB in die Thyreoidea ein- 
tritt und wo sie ziemlich fest mit der Trachea verbunden ist, ein Stiickchen 
Driise mit abzubinden, das so funktionsfihig bleibt. Fascie und Muskulatur 
werden durch Catgutknopfnaht, die Haut durch fortlaufende Naht, wieder 
verbunden. Ein Jodanstrich, doppelter Gazestreifen und Kollodium sollten 
die Wunde vor Infektion schiitzen. 

In Krause’), die Anatomie des Kaninchens, wird das Gewicht der 
Schilddriise mit 0,1 g angegeben; die von mir exstirpierten Driisen wogen 
0,08—0,14, im Maximum 0,17 g. 

b) Die Thymektomie. Wie bei der Thyreoidektomie so wird auch 
hier durch einen 3 cm langen von Mitte Hals bis Manubrium sterni reichen- 
den Schnitt durch Haut, Fascie und Muskulatur die Trachea freigelegt. 
Mittels stumpfen Haken wird das Brustbein in die Hohe gehoben, die 
ventrale Halsmuskulatur leicht seitwirts gezogen. Ventral der Gabelung 
der Vena cava cran. ist der vordere Zipiel der Thymus als grauliches, fett- 
aihnliches Gewebe sichtbar, umgeben von einer diinnen Bindegewebskapsel. 
In dieser Gegend weist die Driise ziemlich schwer lésbare Verbindungen 





Funktion der Thymus und Schilddrise usw. 7 


mit den GefaBen auf. Die Kapsel wird vorsichtig angeschnitten, die Thymus 
mit breiten Pinzetten gefaBt und durch leichten Zug entwickelt. Zur voll- 
stindigen Exstirpation erfordert das auBerst leicht zerreiBbare Organ neben 
groBer Vorsicht fast im Widerspruch zur GréBe der Driise stehende breite 
Pinzetten. Die beiden Lappen lésen sich im allgemeinen sehr leicht. Eine all- 
fallige venése Blutung ist durch Aufdriicken eines Tupfers sofort stillbar, hat 
iibrigens bei aseptischem Vorgehen nichts zu bedeuten. Uble Folgen wurden 
wenigstens nie beobachtet. 

Bei alteren, und ich bezeichne hier 3 Monate alte Tiere, fiir diese Ope- 
ration als alt, oder bei solchen, wo die Thymus infolge Krankheit speziell 
Leber- und Darmcoccidiose einer akzidentellen Involution anheimgefallen 
ist, wird es eventuell notwendig, zur bessern Ubersicht des Operations- 
feldes das Sternum in seiner oralen Partie zu spalten. 

Naht und Verband wird in gleicher Weise wie bei Thyreoidektomie 
angelegt. 

ec) Die Doppeloperation, d. h. Thyreo-Thymektomie ist eine 
Kombination der beiden Einzeloperationen, wobei der Haut-Muskelschnitt 
von Kehlkopf bis Sternum gezogen wird. Ich persénlich ziehe es jeweilen 
vor, zuerst die Thyreoidea und dann die Thymus zu exstirpieren, um bei 
einem schlechterdings leicht méglichen einseitigen Pneumothorax die Ope- 
rationswunde rasch verschlieBen zu kénnen. 

An den Folgen der verschiedenen Operationen sind von 11 Tieren 
die 3 erstoperierten umgestanden. Todesursache war einmal beidseitiger 
Pneumothorax, einmal beidseitige Pneumonie, wahrscheinlich infolge 
Recurrensverletzung; bei einem Tier, das an tetaniedéhnlichen Symptomen 
umstand, war die Todesursache nicht sicher feststellbar. 

Im iibrigen heilten alle Wunden per primam ab; spiter ausgefiihrte 
Sektionen bewiesen die sowohl vollstindige Entfernung der Thyreoidea 
als auch der Thymus; verdichtige Gewebspartien im besonderen gréBere 
Fettpartien wurden jeweilen mikroskopisch untersucht. Von Krause 
wird das Gewicht der Thymus beim Kaninchen mit 1,1 g angegeben. Klose 
und Vogt*) fanden nach eigenen Bestimmungen bei Tieren im Alter bis 
zu 7 Wochen ein durchschnittliches Thymusgewicht von 2,6g. Nach 
Séderlund und Backmann”™) betrigt das Thymusgewicht von 4—6 
Wochen alten Kaninchen 1,07 g und steigt auf maximal 2,49 g bei 4 Monate 
alten Kaninchen. Die von mir operierten Tiere standen in einem mittleren 
Alter von 10 Wochen und wogen 1100—1800g, im Mittel 1530g. Das 
Gewicht der exstirpierten Driisen schwankte von 1,32—2,63 g und betrug 
im Mittelwert 1,97 g. 


I. Thyreoidektomierte Tiere. 


Am auffallendsten wohl und funktionell auch am einschneidendsten 
ist die Ausschaltung der Thyreoidea. Bereits zwei Tage nach der Operation 
stehen die Kohlensiure- und Wasserwerte auf dem Minimum des Normalen, 
um dann stetig bis auf ca. 60—65% der Durchschnittszahlen vor der Ope- 
ration zu sinken. Dabei ist die Abnahme bei 33°C AuSentemperatur 
ausgesprochener als bei 23° C. 
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Deutlicher als alle Worte sprechen hier die Versuchsprotokolle und 
die graphischen Darstellungen (Abb. 1, 2, 3, 4) im Anhang. 


Thyreoidektomiertes Kaninchen A. I. (Abb. 1 u. 2). 


a) Bei 25°C AuBentemperatur (Abb. 1). 
Zustand: normal. 
Korper- Pro kg Kérpergewicht u. 
Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge 
Versuchs d. Tieres CO, H,0 
in g in g 
20. VIII. 192 1420 1,327 1,187 40—44 
22. VIII. 202 1440 1,233 1,153 35 
26. VIII. 213 1500 1,180 1,000 40 
29. VIII. 223 1500 1,057 1,030 38 
], TX. 234 1540 1,240 1,331 36 
Normaldurchschnittswert: 1,205 1,140 


Atem- 
frequenz 
pro Minute 


Datum 





Zustand: th yreoidealos. 
Datum der Operation: 3. IX. 19. 
Koérper- Prokg Kérpergewicht u. 
Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge 
Versuchs d. Tieres CO, H,0O 
in g in g 
5. IX. 246 1570 1,077 1,045 35 
8. IX. 254 1550 1,065 0,852 35 
10. IX. 263 1610 1,155 0,876 34 
12. IX. 270 1640 1,009 0,798 
15. IX. 277 1680 0,798 0,729 35 
17. IX. 285 1660 0,798 0,681 32 
19. IX. 292 1690 0,834 0,751 
Durchschnittswerte: 0,962 0,819 
In % der Normaldurchschnittswerte: 79,8 71,8 


Atem- 
frequenz 
pro Minute 


Datum 





b) Bei 33° C AuBentemperatur (Abb. 2). 
Zustand: normal. 


Kérper- Prokg Kérpergewicht u. 
Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge 
Versuchs d. Tieres C,0 H,O 
in g in g 

21. VIII. 201 1420 1,007 2,268 fliegend 
23. VIII. 205 1440 1,146 2,514 
27. VIII. 218 1510 1,235 2,589 
30. VIII. 229 1520 1,138 2,336 
2. IX. 239 1520 1,178 2,454 
Normaldurchschnittswert: 1,141 2,432 


Atem- 
frequenz 
pro Minute 


Datum 
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Zustand: thyreoidealos. Datum der Operation: 3. LX. 19. 
K6érper- Pro kg Kérpergewicht u. 
Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge 
Versuchs d. Tieres CO, H,O 
ing in g 
6. EX. 249 1580 1,089 2,089 fliegend 
9. IX. 258 1580 0,987 1,747 180 
11. IX. 266 1610 0,708 1,478 120—150 
13. IX. 273 1670 0,922 1,497 100—180 
16. IX. 281 1650 0,836 1,261  160—Icht.'ffl. 
18. IX. 287 1670 0,626 1,317 125—185 
20. IX. 295 1690 0,680 1,521 56—185 
Durchschnittswert: 0,835 1,559 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 73,2 64,1 


Atem- 
frequenz 
pro Minute 


Datum 





Thyreoidektomiertes Kaninchen A. II. (Abb. 3 u. 4). 


a) Bei 23°C AuSentemperatur (Abb. 3). 
Zustand: normal. 
K6rper- Pro kg Kérpergewicht u. 
Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge 
Versuchs d. Tieres CO, H,O 
in g in g 
6. VIII. 144 1160 1,280 0,914 44 
8. VIII. 154 1210 1,438 1,091 50 
11. VIII. 160 1290 1,291 1,116 46 
13. VIII. 170 1290 1,221 0,892 53 
15. VEIL. 177 1360 1,360 0,971 44 
19. VIII. 190 1350 1,204 0,937 
25. VIII. 211 1510 1,066 0,848 30 
29. VIII. 227 1530 0,961 1,105 
¥.. 1X. 232 1590 1,182 1,050 40 


Atem- 
frequenz 
pro Minute 


Datum 





Normaldurchschnittswert: 1,223 0,992 


Zustand: thyreoidealos. Datum der Operation: 3. IX. 19. 


Kérper- Pro kg Kérpergewicht u. 
Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge 
Versuchs d. Tieres CO, H,0 
ing in g 
5. IX. 245 1540 0,919 0,800 32—34 
8. IX. 252 1610 0,925 0,894 33 
10. TX. 262 1720 1,041 0,814 43 
12. IX. 268 1710 1,164 0,778 46 
15. IX. 275 1750 0,977 0,657 35 
17. IX. 284 1740 0,828 0,770 35 
19. TX. 291 1800 0,786 0,800 36—41 


Atem- 
frequenz 
pro Minute 


Datum 





Durchschnittswert: 0,949 0,788 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 77,6 79,4 
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b) Bei 33° C Au8entemperatur (Abb. 4). 


Zustand: normal. 





K6rper- Pro kg Kérpergewicht u. 





: Atem- 
Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge 
mae Versuchs d. Tieres co, H,0 : nome coe 
é F pro Minute 
ing in g 
7. VIII. 148 1170 1,286 2,423 fliegend 
9. VIII. 156 1200 1,229 2,563 9 
12. VIII. 165 1290 1,248 2,132 99 
14. VIII. 173 1300 1,173 2,100 
16. VIII. 181] 1360 1,173 2,015 
18, VIII. 185 1420 1,254 2,000 » 
21. VIII. 197 1450 1,087 2,112 9 
26. VIII. 216 1500 1,073 2,377 
2. IX. 238 1560 1,029 2,282 
Normaldurchschnittswert: 1,172 2,223 





Zustand: thyreoidealos. 


Datum der Operation: 3. [X. 19. 


Koérper- Pro kg Kérpergewicht u. 





Atem- 
Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge 
a Versuchs d. Tieres CO, H,0 es 
‘ . pro Minute 
ing in g 
6. IX. 248 1570 1,009 1,981 170 
9. IX. 257 1670 0,814 1,617 130 
11. IX. 267 1700 0,941 1,512 126—130 
13. IX. 272 1710 0,725 1,491 100—180 
16. IX. 280 1780 0,680 1,219 68—135 
18. IX. 286 1790 0,667 1,243 98—126 
Durchschnittswert: 0,806 1,511 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 68,8 68,0 





Nach den Protokollen von Hauri zeigen sich nach 12—20 Tagen 
iiberall den Normalabgaben von Kohlensiiure und Wasser entsprechende 
Werte, mit anderen Worten, ein Abklingen der Reaktion. Bis 17 Tage 
nach der Thyreoidektomie war in meinen Untersuchungen nur in der 
Wasserausscheidung von A. II bei 23° C AuBentemperatur eine leise An 
deutung der Riickkehr zur Norm. Da speziell ein eventueller Einflu8 
der Thymus nach Thyreoidektomie erforscht werden sollte, so fand die 
Thymektomie gerade in dem Moment statt, als im allgemeinen das Mini- 
mum der Kohlensiure und Wasserabgabe erreicht war. In bezug auf das 
Abklingen der Reaktion stiitze ich mich also lediglich auf die Angaben 
von Hauri. 
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Die Veriinderungen der Respirationsfrequenz und Rectaltemperatur 
nach Thyreoidektomie sollen in einem besondern Kapitel besprochen 
werden. 

Diese beiden Tiere und iiberhaupt alle zeigen normal bei 23° C AuBen- 
temperatur eine gréBere Kohlensiiureabgabe als bei 33°C, die Wasser- 
werte stehen gerade umgekehrt. In dieser Tatsache erkennen wir ein schon 
langst bekanntes Gesetz der Warmeregulation, nimlich, daB bei zuneh- 
mender AuSentemperatur die Wasserabgabe steigt (physikalische Warme- 
regulation), die Kohlensiurebildung aber sinkt (chemische Warmeregu- 
lation). 


II. Thymektomierte Tiere. 


Wie aus den folgenden Tabellen ersichtlich, und ich méchte fast sagen, 
wie nach allen bisherigen experimentellen Thymusausschaltungen nicht 
anders zu erwarten war, trat eine Reaktion in bezug auf Kohlensaure- 
und Wasserabgabe nach bloBer Thymektomie trotz verinderter AuBen- 
temperatur nur sehr undeutlich in Erscheinung, und das veranlaBte auch 
die eingehendere Kombination und Variation der beiden in Frage stehenden 
Organe. Die Resultate aus der Thymektomie allein zu verwerten, wiire 
gewagt und unsicher. Die angefiihrten Versuchsprotokolle zeigen klar, 
da8 ein eindeutiger Schlu8 aus Thymektomie fiir sich allein nicht zu ziehen 
ist. Ein Tier, Kaninchen B. I. (Abb. 5, 6, 7), trotzdem schon relativ alt 
(ca. 12 Wochen), hat auf Thymektomie stark reagiert, sowohl die Kohlen- 
siure- als auch die Wasserabgabe ist bei allen drei Warmegraden (23, 27, 33°) 
gesunken, was also auf einen de norma férdernden EinfluB8 der Thymus 
deuten wiirde. Auch wenn wir eine spontane geringe Abnahme der dies- 
beziiglichen Werte eines Kontrolltieres in Beriicksichtigung ziehen, so ist 
eine Verminderung doch unverkennbar. Die relativ kurze Dauer der 
Versuche bei diesem Tier, das urspriinglich als ,,Doppeltier’ hatte dienen 
sollen, das aber an den Folgen der Thyreoidektomie an den bereits erwaihn- 
ten tetanieihnlichen Symptomen umstand, erlaubt nicht, die Reaktion 
als gesetzmaéBig hinzustellen. Immerhin ist zu bemerken, da8 positiv 
ausgefallene Experimente bewertet werden miissen, indem fiir ,,negative 
Versuche“ Erklirungen genug zur Hand geschafft werden kénnen. Eben- 
falls, wenn auch in geringerem MaBe, zeigte sich bei den ekthymierten 
Tieren B. II (Abb. 8 u. 9) und B. IV (Abb. 12 u. 13) eine Abnahme in 
Kohlensiiure und Wasserabgabe. 

Im Gegensatz dazu hat Kaninchen B. III (Abb. 10 u. 11), dem als 
10 Wochen alt eine Thymus im Gewichte von 2,63 g exstirpiert wurde, 
wo schon die GréBe des Organs auf eine vollstindige Thymektomie schlieBen 
1a8t, wie man sich iibrigens auch an den glatten Umrissen der Driise iiber- 
zeugen konnte, in dem, nach den friiheren Resultaten erwarteten Sinne 
sehr schwach, in den Kohlensiurewerten gerade entgegengesetzt, d. h. 
mit Vermehrung reagiert. Die postoperativen Versuche fielen allerdings 
in die ungiinstigste Zeit eines allgemeinen Temperatursturzes, der 
einen vermehrten Stoffwechsel, wie auch Kontrolltiere zeigten, er- 
warten lieB. 
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Die oben angefiihrten stichhaltigen Erklirungen fiir resultatlos aus- 
gefallene Versuche finden wir bei Matti. Einmal kénnen funktionstiichtige 
Thymusmetamere, wie sie nach Groschuff!*) u. a. bei vielen Sdéugern 
vorkommen, oder von der eigentlichen Thymusanlage (3. Tasche) abgeléste 
Thymuslippchen (aéuBeres akzessorisches Thymuslippchen) ursichlich in 
Betracht fallen. Unvollstindige Thymusexstirpation ist im weitern ein 
wesentliches mitbeeinflussendes Moment, darf aber hier auf Grund der 
negativen Sektionen ausgeschaltet werden. Nicht ganz von der Hand zu 
weisen und mit dem schwachen Ausschlag eventuell in Verbindung stehend 
ist dagegen das schon etwas vorgeschrittene Alter der Tiere, indem in der 
dritten Lebenswoche das Maximum des relativen Thymusgewichtes beim 
Kaninchen mit 3,33g angegeben wird. Der Vollstandigkeit halber sei 
auch die von Basch, Klose, Vogt und Matti angefiihrte Beobachtung 
erwihnt, wonach Kaninchen und iiberhaupt Herbivoren wegen geringer 
Thymusentwicklung und friihzeitigem groBen Kalkreichtum des Knochen- 
systems nicht regelmafig und nicht intensiv auf die Entfernung der Thymus 
reagieren. Es diirfte sich diese Bemerkung wohl mehr auf ihre Unter- 
suchungen in bezug auf Veriinderungen am Knochensystem beziehen. 
Immerhin diirfte es sich empfehlen, diese Untersuchungen, denen nun 
der Weg gewiesen ist, an anderen, giinstigeren Versuchsobjekten zu iiber- 
prifen. 

Das gréBte Gewicht méchte ich aber gerade auch als Folgerung aus 
den iibrigen Versuchen dieser Arbeit auf die Korrelation und den funktio- 
nellen Konnex mit anderen innersekretorischen Driisen, speziell mit der 
Schilddriise legen. In dieser Bezichung will Matti beriicksichtigt wissen, 
,daB gewisse Organe (Thyreoidea, Epithelkérperchen) in ihrer Wirkung 
entsprechend auch hinsichtlich ihres Ausfalles, mit der Thymus nahe ver- 
wandt sind und daB dieses Verhiltnis vikariierendes Eintreten verwandter 
Organe fiir die Thymus méglich erscheinen laBt.“ 

Auf Grund dieser Versuchsserie kénnen wir also bloB sagen, daB nach 
Thymektomie beim Kaninchen die Kohlensiure- und Wasserabgabe nur 
sehr gering vermindert ist. Jeden férdernden EinfluB diirfen wir, wie spitere 
Ergebnisse zeigen, der Thymus aber nicht von vornherein absprechen. 


Thymektomiertes Kaninchen B. I (Abb. 5, 6, 7). 
a) Bei 23°C AuBentemperatur (Abb. 5). 


Zustand: normal. 


Kérper- Prokg Kérpergewicht u. 


Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge musead 
Datum : frequenz 
Versuchs_ d. Tieres CO, H,0 2 
i ‘ pro Minute 
in g in g 
25. VI. ll 1690 1,420 1,598 — 
27. VI. 20 1720 1,756 1,680 — 
4. VII. 38 1690 1,521 1,515 — 





Normaldurchschnittswert: 1,566 1,598 
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Zustand: thy muslos. 
Datum der Operation: 7. VII. 19. 
Korper- Prokg Kérpergewicht u. 











en Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge a. 
, Versuchs d. Tieres CO, H,0 bag 
? ‘ pro Minute 
in g in g 
9. VII. 55 1870 1,476 1,497 — 
11. VIL. 72 1980 1,333 1,106 — 
14. VII. 76 1980 1,288 0,965 — 
15. VEL 83 1970 1,279 1,036 — 
16. VII. 89 2000 1,350 1,090 — 
Durchschnittswert: 1,345 1,139 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 85,9 71,2 
b) Bei 27°C AuBentemperatur (Abb. 6). 
Zustand: normal. 
Korper- Prokg Kérpergewicht u. 
> Atem- 
Seetines Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge Prone 
; Versuchs d. Tieres CO, H,0 = 
: z pro Minute 
: in g in g 
20. VI. 2 1640 1,585 2,396 — 
23. VI. 5 1630 1,570 1,840 — 
25. VL 15 1690 1,390 1,976 — 
28. VI. 23 1730 1,295 1,769 — 
4. VII. 41 1690 1,278 1,752 — 
Normaldurchschnittswert: 1,424 1,947 
Zustand: thymuslos. 
Datum der Operation: 7. VII. 19. 
Kérper- Prokg Kérpergewicht u. 
= ; : Atem- 
Datu Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge tictee 
— Versuchs d. Tieres CO, H,O a 
F : pro Minute 
in g in g 
9. VII. 57 1870 1,166 1,925 — 
12. VIL. 64 1940 1,201 1,577 — 
14, VIL. 78 1980 1,194 1,091 — 
15. VEL 85 1970 1,305 1,426 — 
16. VIL. 91 2000 1,290 1,410 — 
Durchschnittswert: 1,231 1,486 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 86,4 76,3 
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c) Bei 33°C AuBentemperatur (Abb. 7). 
Zustand: normal, 
Korper- Prokg Kérpergewicht u. 
. A Atem- 
en Nr. des  gewicht Stunde abgegeb. Menge Peicnnies 
Versuchs d. Tieres CO, H,O ™ 
: : pro Minute 
in g in g 
24. VI. 8 1630 1,552 2,791 fliegend 
26. VI. 17 1680 1,328 2,589 am 
2. VIL. 36 1760 1,551 2,602 o 
4. VIL. 43 1690 1,414 2,580 
Normaldurchschnittswert: 1,461 2,641 
Zustand: thymuslos. 
Datum der Operation: 7. VII. 19. 
Kérper- Prokg Kérpergewicht u. 
‘ . ‘ Atem- 
oT Nr. des  gewicht Stunde abgegeb. Menge Satomi 
Versuchs_ d. Tieres CO, H,0 = 
; . pro Minute 
in g in g 
9. VII. 59 1870 1,235 2,417 fliegend 
12. VII. 68 1940 1,170 2,139 me 
14. VII. 80 1980 1,268 1,975 = 
15. VIL. 87 1970 1,274 1,802 re 
16. VII. 94 2000 1,510 1,915 
Durchschnittswert: 1,291 2,049 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 88,4 77,6 


Thymektomiertes Kaninchen B. II (Abb. 8, 9). 
a) Bei 25°C AuBentemperatur (Abb. 8). 


Zustand: normal. 





K6rper- Pro kg Kérpergewicht u. 
i . : Atem- 
oe Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge ities 
Versuchs d. Tieres CO, H,O q a 
; - pro Minute 
in g in g 
20. VIII. 194 1250 1,380 1,284 60 
22. VIII. 204 1250 1,296 1,336 45 
26. VIII. 215 1290 1,264 1,217 60 
29. VIII. 225 1320 1,167 1,477 —_ 
je € 235 1340 1,246 1,511 100 
4. IX. 242 1230 1,187 1,057 4450 
8. IX. 255 1230 1,179 1,439 44—60 
10. IX. 264 1280 1,148 1,016 42 
Normaldurchschnittswert: 1,233 1,292 











AS poagies 


agape ‘ 
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Zustand: thy muslos, 
Datum der Operation: 11, IX. 19. 
Korper- Pro kg Kérpergewicht u. 
< ss Atem- 
on Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge rennin 
Versuchs d. Tieres CO, H,0 _ 
, , pro Minute 
in g in g 
13. IX. 271 1330 1,327 1,278 50—53 
16. IX. 279 1370 1,305 1,261 46 
19. TX. 293 1370 1,066 1,474 65 
26. IX. 314 1440 1,242 1,308 — 
10. X. 344 1430 1,133 1,266 68 
i * 355 1400 1,207 1,157 40 
Durchschnittswert: 1,213 1,291 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 98,4 100 
b) Bei 33° C AuBentemperatur (Abb. 9). 
Zustand: normal. 
Kérper- Pro kg Kérpergewicht u. 
~ ; Atem- 
Datum Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge denen 
Versuchs d. Tieres co, H,O0 ss 
; , pro Minute 
in g in g 
21. VIII. 199 1200 1,000 2,500 fliegend 
23. VIII. 208 1250 1,020 2,536 i 
27. VIII. 220 1310 1,271 2,962 - 
30. VIII. 231 1330 1,147 3,158 ~ 
2. IX. 240 1260 1,230 3,492 pa 
5. IX. 247 1260 1,167 3,230 - 
9. IX. 259 1230 1,163 3,057 9 
Normaldurchschnittswert: 1,143 2,991 
Zustand: thymuslos. 
Datum der Operation: 11. IX. 19. 
KGérper- Pro kg Kérpergewicht u. 
: Atem- 
Dat Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge histones 
_— Versuchs d. Tieres co, H,O a" 
; - pro Minute 
in g in g 
15. IX. 78 1320 1,019 2,742 fliegend 
18. IX. 289 1360 0,956 2,647 us 
22. IX. 299 1400 1,014 2,908 99 
30. IX. 324 1410 1,167 2,936 re 
9. X. 340 1450 1,117 2,689 a 
i * 357 1400 1,207 2,564 
Durchschnittswert: 1,080 2,748 


In % d. Normaldurchschnittswertes: 94,5 91,9 
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Thymektomiertes Kaninchen B, III (Abb. 10 u. 11). 
a) Bei 23°C AuBentemperatur (Abb. 10). 
Zustand: normal. 


Kérper- Pro kg Kérpergewicht u. 











‘ : Atem- 
Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge 
wate Versuchs d. Tieres CO, H,0 frequenz 
: : pro Minute 
in g in g 
12. IX. 269 1420 1,035 1,387 53 
15. IX. 276 1430 1,119 1,245 40—46 
17. IX. 283 1440 1,142 1,050 39 
19. IX. 290 1460 1,219 1,274 46 
Normaldurchschnittswert: 1,129 1,239 
Zustand: thy muslos. 
Datum der Operation: 20. IX. 19. 
Kérper- Pro kg Kérpergewicht u. 
. : Atem- 
Piel Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge tition 
Versuchs d. Tieres CO, H,O i 
. : pro Minute 
in g in g 
22. IX. 297 1450 1,090 — 50 
24. IX. 304 1480 0,892 1,196 34 
26. TX. 311 1500 1,327 1,333 66 
29. IX. 319 1530 1,209 1,235 36 
2. X. 326 1580 1,323 1,291 48 
4. X. 331 1570 1,401 1,280 100 
a @ 337 1610 1,357 1,261 95 
10. X. 342 1640 1,250 1,183 _- 
13. X. 348 1620 1,093 1,012 60 
17. X. 354 1640 1,146 0,988 100 
21. X. 2 1770 1,277 0,870 52 
Durchschnittswert: 1,215 1,165 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 107,6 94,0 
b) Bei 33°C AuBentemperatur (Abb. 11). 
Zustand: normal. 
Kérper- Prokg Kérpergewicht u. 
; Atem- 
Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge 
Datum : frequenz 
Versuchs d. Tieres CO, H,0O ; 
‘ : pro Minute 
in g in g 
13. IX. 274 1420 1,063 2,584 fliegend 
16. IX. 282 1440 0,917 2,514 _ 
18, IX. 288 1440 1,066 2,493 a 
20. IX. 294 1470 1,204 2,939 a 




















Normaldurchschnittswert: 1,063 2,633 
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Zustand: thy muslos. 
Datum der Operation: 20. IX. 19. 


Kérper- Prokg Kérpergewicht u. 





ao Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge Prceslh 
Versuchs d. Tieres co, H,0 : 
; , pro Minute 
in g in g 
23. IX. 302 1470 1,245 2,567 fliegend 
25. IX. 309 1490 1,077 2,436 
27. IX. 317 1520 1,115 2,421 .” 
30. TX. 323 1540 1 159 2,312 * 
3. X. 330 1550 1,319 — ee 
6. X. 335 1610 1,329 2,789 ai 
9. X. 339 1670 1,254 2,611 ” 
13. X. 350 1620 1,188 2,451 » 
18. X. 359 1680 1 182 2,446 % 
21. X. 363 1770 1,201 1,876 ” 
Durchschnittswert: 1,207 2,434 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 113,5 92,4 


Thymektomiertes Kaninchen B. IV (Abb. 12, 13). 
a) Bei 23°C AuBentemperatur (Abb. 12). 
Zustand: normal. 
Kérper- Prokg Kérpergewicht u. 








— Nr. des  gewicht Stunde abgegeb. Menge (ee 
Versuchs_ d. Tieres co, H,O . 
‘ : pro Minute 
in g in g 
1. VEL 62 1270 1,354 1,606 _- 
14. VIL. 74 1340 1,395 1,351 -~ 
15. VIL. 81 1350 1,481 1,674 — 
16. VII. 97 1360 1,401 1,792 — 
Normaldurchschnittswert : 1,408 1,606 
Zustand: thy muslos. 
Datum der Operation: 17. VII. 19. 
Kérper- Prokg Kérpergewicht u. 
a i Atem- 
Datum Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge frequens 
Versuchs d. Tieres co, H,0 ‘ 
é ; pro Minute 
in g in g 
22. VII. 105 1450 1,606 "1,614 — 
23. VII. 110 1450 1 362 1,397 — 
24. VII. 113 1460 1,353 1,370 a 
28. VII. 115 1500 1,437 1,387 
30. VII. 122 1540 1,354 1,299 — 
2. VIII. 134 1530 1,200 1,118 — 
4. VIII. 138 1550 1,209 1,019 ~- 
Durchschnittswerte: 1,360 1,315 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 96,6 81,8 


nw 
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b) Bei 33° C AuBentemperatur (Abb. 13). 
Zustand: normal. 


Kérper- Prokg Kérpergewicht u. 








Sikes Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge a0 
Versuchs d. Tieres CO, H,0 
, ; pro Minute 
in g in g 
13. VII. 70 1290 1,294 2,700 fliegend 
15. VII. 86 1350 1,319 2,644 ‘ 
16. VII. 93 1360 1,412 2,287 - 
Normaldurchschnittswert: 1,342 2,544 
Zustand: thymuslos. 
Datum der Operation: 17. VII. 19. 
Kérper- Pro kg Kérpergewicht u. 
. : z Atem- 
iat Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge frequene 
Versuchs d. Tieres co, H,0 ‘ 
F ; pro Minute 
in g in g 
21. VII. 103 1440 1,242 2,236 180 
22. VIL. 109 1450 1,324 2,276 170 
23. VII. 112 1450 1,331 2,562 fliegend 
28. VII. 117 1500 1,337 2,520 “9 
30. VII. 125 1540 1,227 2,097 190 
2. VIII. 136 1530 1,206 2,314 190 
4. VIII. 140 1550 1,181 2,129 190 
Durchschnittswerte: 1,264 2,305 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 94,2 90,6 


Ill. Thyreo-thymektomierte Tiere. 


Nach Doppeloperation ist in ausgesprochenem MaBe das eingetreten, 
was sich aus den Resultaten nach Thyreoidektomie und Thymektomie 
ergeben muBte, naémlich eine sehr starke, bis zu 40% und mehr betragende 
Senkung in Kohlensiure- und Wasserabgabe. Ein vikariierendes Eintreten 
der beiden Driisen war durch die gleichzeitige Operation ausgeschlossen ; 
durch diese michtige Senkung des respiratorischen Stoffwechsels nach 
Schilddriisen-Thymusentfernung erhalt die Annahme eines funktionellen 
Zusammenhanges innersekretorischer Driisen eine neue Stiitze. 

Der wesentliche Unterschied zur Thyreoidektomie besteht in dem 
Nichtwiederanstieg der Kohlensiure- und Wasserausscheidung, d. h. dem 
Nichtabklingen der Reaktion. Die Thymus iibernéhme demnach bei Feh- 
len der Schilddriise deren férdernde Funktion; mit ihrer Exstirpation 
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Funktion der Thymus und Schilddriise usw. 19 


fallt diese Méglichkeit dahin, die Werte bleiben unten. Sehr anschaulich 
bringen dies die Kurven der Abb. 14, 15, 16, 17 im Anbang zur Dar- 
stellung. 


Thyreo-thymektomiertes Kaninchen C.I (Abb. 14, 15). 
a) Bei 23°C AuBentemperatur (Abb. 14). 
Zustand: normal. 


Kérper- Pro kg Kérpergewicht u. 








Atem- 
Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge 
outa Versuchs d. Tieres CO, ” H,0 . aoe 
P , pro Minute 
in g ing 
1}. Vx. 63 1290 1,372 1,806 -— 
14. VII. 75 1350 1,607 1,785 ~ 
15. VII. 82 1340 1,463 1,828 
16. VII. 96 1410 1,461 1,723 
21. VII. 99 1430 1,238 1,664 
22. VII. 104 1440 1,326 1,674 
23. VII. 111 1440 1,354 1,291 
Normaldurchschnittswert: 1,403 1,682 
Zustand: thyreoidea- und thymuslos. 
Datum der Operation: 26. VII. 19. 
K6rper- Pro kg Kérpergewicht u. 
7 < 3 Atem- 
Detum Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge trequens 
Versuchs d. Tieres CO, H,0 . 
: , pro Minute 
in g in g 
28. VII. 116 1460 1,250 1,390 -- 
29. VII. 119 1480 1,277 1,456 - 
31. VIL. 126 1540 1,075 1,338 — 
2. VIII. 133 1550 0,977 1,123 
5. VIII. 142 1580 0,930 0,801 
6. VIII. 145 1570 0,828 0,745 ~~ 
8. VII. 153 1620 0,904 0,821 
11. VIII. 161 1610 0,795 0,944 — 
13. VIII. 168 1630 0,991 0,883 _ 
15. VIII. 178 1630 0,883 0,724 _ 
19. VIII. 188 1650 1,091 0,800 oo 
25. VIII. 210 1680 0,720 0,729 — 
1. 1X. 233 1650 0,764 0,858 — 
10. TX. 261 1720 0,750 0,552 — 
Durchschnittswert: 0,945 0,940 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 67,4 55,9 
9% 
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b) Bei 33°C AuBentemperatur (Abb. 15). 
Zustand: normal. 


Korper- Pro kg K6érpergewicht u. 








Nr.des gewicht Stunde abgegeb. N mead 
ie Versuchs a. Tieres CO, ae —” ee 
in g in g pro Minute 
13. VIL. 71 1300 1,653 2,792 fliegend 
15. VII. 88 1340 1,373 2,433 .” 
21. VII. 102 1430 1,405 1,888 ”» 
22, VII. 108 1440 1 236 2,562 
24. VII. 114 1460 1,438 2,877 
Normaldurchschnittswert: 1,421 2,510 
Zustand: thyreoidea- und thymuslos. 
Datum der Operation: 26. VIT. 19. 
Kérper- Pro kg Koérpergewicht u. 
. 2 ss Atem- 
iti Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge frequens 
Versuchs d. Tieres co, H,O ‘ 
in ¢ ing pro Minute 
28. VIL. 118 1460 1,267 2,288 leicht fliegend 
31. VII. 128 1540 1,097 2 123 “ .” 
1. VIII. 132 1550 0,993 2,052 o ” 
5. VIII. 143 1580 0,810 1,709 99 ” 
7. VILL. 15] 1590 0,849 1,837 ‘s * 
9. VIII. 159 1630 0,828 1,564 170 
12. VIII. 167 1620 0,790 1,272 58 
14. VIII. 175 1640 0,707 1,561 80—110 
16, VIII. 183 1630 0,748 1,313 95 
18. VIII. 187 1630 0,603 1,428 140 
20. VIII. 195 1630 0,669 1,454 160—180 
26. VIII. 217 1640 0,695 1,938 leicht fliegend 
2. IX. 236 1670 0,569 1,689 120—130 
9. IX. 260 1690 0,604 1,420 59 
Durchschnittswert: 0,802 1,689 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 56,4 67,3 
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Thyreo-thymektomiertes Kaninchen C. II (Abb. 16 u. 17). 


a) Bei 23°C AuBentemperatur (Abb. 16). 
Zustand: normal. 


Kérper- Pro kg Kérpergewicht u. 











Datum Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge Nl 
Versuchs d. Tieres co, H,0 ; 
; SEES pro Minute 
in g in g 
29. VII. 120 1030 1,714 1,709 130 
30. VII. 123 1040 1,750 1,817 110 
31. VII. 127 1060 1,637 1,670 110 
1. VIII. 130 1120 1 982 2,214 100 
2. VIII. 135 1100 1,809 1,627 110 
4, VIII. 137 1100 1,500 1,364 70 
5. VIII. 141 1100 1,605 1,450 100 
Normaldurchschnittswert: 1,714 1,693 
Zustand: thyreoidea- und thymuslos. 
Datum der Operation: 5. VIII. 19. 
Korper- Pro kg Kérpergewicht u. 
; : . Atem- 
oe Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge Semen 
Versuchs d. Tieres co, H,0 . 
2 , pro Minute 
in g in g 
6. VIII. 147 1060 1,335 1,330 40—56 
8. VIII. 155 1160 1 405 1,164 42 
11. VIII. 163 1230 1 219 1,000 +4 
13. VIII. 171 1250 1,312 1,204 55 
15. VIII. 179 1230 1,386 1,048 — 
19. VIII. 191 1270 1,213 0,929 42 
25. VIII. 212 1360 0,904 0,867 35 
29. VIII. 226 1360 0,905 0,934 40 
3. IX. 241 1410 1,156 1,227 46 
8. IX. 253 1470 0,721 0,735 32 
Durchschnittswert: 1,156 1,044 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 67,4 61,7 
b) Bei 33°C AuBentemperatur (Abb. 17). 
Zustand: normal. 
Kérper- Pro kg Kérpergewicht u. 
‘ ; é Atem- 
imate Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge frequens 
Versuchs d. Tieres co, H,0 ‘ 
: . pro Minute 
in g in g 
30. VII. 124 1040 1,677 3,086 fliegend 
31. VII. 129 1060 1,500 2,868 = 
1. VIII. 131 1070 1,561 3,556 ” 
4, VIII. 139 1100 1 464 3,191 19 
Normaldurchschnittswert : 1,551 3,175 








E. Ruchti: 


Zustand: thyreoidea- und thymuslos. 
Datum der Operation: 5. VIII. 19. 
Kérper- Pro kg Kérpergewicht u. 
Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge 
Versuchs d. Tieres CO, H,0 
in g in g 
7. VIII. 149 1090 1,266 2,606 fliegend 
9. VIII. 157 1170 1,167 1,119 ee 
12. VIII. 166 1240 1,093 1,871 - 
14, VIII. 174 1230 1,031 1,724 180 
16, VIII. 182 1260 0,849 1,444 180 
18. VIII. 186 1320 1,000 1,432 190 
21. VIII. 198 1300 0,869 1,484 80—120 
23. VIII. 206 1320 0,731 1,621 180 
27. VIII. 221 1380 0,622 1,812 140 
2. IX. 237 1450 0,789 1,793 160 
6. IX. 251 1380 ——-0,700 1,400 90—115 
11. TX. 265 1460 0,188 1,336 108—128 
Durchschnittswert: 0,911 1,720 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 58,7 54,2 


Atem- 
frequenz 
pro Minute 


Datum 





IV. Thymektomierte und nachtraglich thyreoidektomierte Tiere. 


Wenn die Annahme, Thymus und Thyreoidea seien in bezug auf 


Kohlensiaure- und Wasserabgabe gleichsinnig férdernd wirkende Organe, 
zu Recht bestehen sollte, so diirfte nach Thymektomie, also nach Weg- 
nahme der geringeren Komponente, ein Ausfall nur gering sein, weil die 
Schilddriise vikariierend eintrat. Bei sekundirer Thyreoidea-Exstirpation 
aber muBte eine rasche Verminderung der Kohlensiure- und Wasserabgabe 
sich einstellen, eine Uberlegung, die durch den Versuch ihre Giiltigkeit 
erlangen sollte. 

Kaninchen B. IV zeigt eine geringe Abnahme der fraglichen Werte 
nach Thymektomie, starken Abfall aber nach Thyreoidektomie. 

Fiir den weitern Verlauf mu8 gelten, was in einer Sitzung bei thyreo- 
thymektomierten Tieren gefunden wurde, namlich ein Abklingen der 
Reaktion darf nicht eintreten. Tatsichlich ist aber bei diesem Tier nicht 
die geringste Zunahme, weder an Kohlensdéure noch an Wasser erfolgt, 
und, wie Kontrollversuche 68 Tage nach der zweiten Operation, d. h. 
40 Tage nach dem letzten Versuche dartun, ist der respiratorische Stoff- 
wechsel weder bei 23° noch bei 33° C AuBentemperatur gestiegen. Nicht 
einmal die Respirationsfrequenz, die, als das Tier am 30. VIII. wegen 
Trichtigkeit ausgeschaltet wurde, 66 pro Minute bei 33° C AuBentemperatur 
betrug, ist stark in die Héhe gegangen. Sie erreichte nur 112 resp. 145 
am Ende eines einstiindigen Versuches, trotzdem das Tier inzwischen 
vier lebendige Junge geworfen hatte, die allerdings alle wenige Tage nach 
der Geburt eingingen, trotzdem es mit Gras gefiittert worden war, im Freien 
gehalten wurde, und die allgemeine AuBSentemperatur wesentlich tiefer 
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stand (12—14° C gegeniiber 22—24° im August) und die Kontrollversuche 
in unserem Sinne nur ungiinstig hatte beeinflussen kénnen. 
Thyreoidektomie nach Thymektomie lést eine markante Abnahme 
in CO, und H,0-Abgabe aus, die tiefen Werte bleiben konstant unten. 
Nebenbei konnte an diesem Tier die wertvolle, wenn auch nicht 
eigenartige Beobachtung gemacht werden, daB ein thymus- und thy- 
reoidealoses Kaninchen, von einem thyreo-thymektomierten Mannchen 
gedeckt, lebendige Junge zur Welt bringen kann. ’Xaninchen B. IV weib- 
lich und C. I mannlich waren allein in der gleichen Abteilung. B. IV wurde 
ekthymiert am 17. VII. 19, thyreoidektomiert am 5. VIII. 19. C.I, das 
Mannchen, wurde thyreo-thymektomiert am 26. VII.19. Die Geburt 
fand statt in der Nacht vom 2.—3. [X. Wird die Trachtigkeitsdauer des 
Kaninchens mit 4 Wochen angenommen, so fallt die Konzeption auf den 
6. VIII. 1919, in eine Zeit also, da sowohl B. IV wie C. I ohne Thymus 
und Schilddriise waren. An den Jungen war auBerlich nichts Abnormales 


auffallend. 


Ekthymiertes und thyreoidektomiertes Kaninchen B IV 
(Blatt 12 u. 13). 


a) Bei 23°C AuBentemperatur (Abb. 12). 
Zustand: normal. 


Korper- Pro kg Kérpergewicht u. 








Atem- 
Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge 
Renee Versuchs d. Tieres co, H,O ene 
; , pro Minute 
in g in g 
11. VIL. 62 1270 1,354 1,606 as 
14, VII. 74 1340 1,395 1,351 — 
15. VIL. 81 1350 1,481 1,674 — 
16. VII. 97 1360 1,401 1,792 — 
Normaldurchschnittswert: 1,408 1,606 
Zustand: thy muslos. 
Datum der Operation: 17. VII. 19. 
Korper- Prokg Kérpergewicht u. 
m : a Atem- 
a Nr. des  gewicht Stunde abgegeb. Menge initiates 
Versuchs d. Tieres CO, H,0 am 
é : pro Minute 
in g in g 
22. VII. 105 1450 1,607 1,614 
23. VII. 110 1450 1 362 1,397 — 
24. VII. 113 1460 1,353 1,370 ~~ 
28. VII. 115 1500 1,437 1,387 - 
30. VII. 122 1540 1,354 1,299 oa 
2. VIII. 134 1530 1,200 1,118 — 
4. VIII. 138 1550 1,209 1,019 — 
Durchschnittswert: 1,360 1,315 


In % d. Normaldurchschnittswertes: 96,6 81,8 
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Zustand: thymus- und thyreoidealos. 
Datum der Operation: 5. VIII. 19. 
Korper- Prokg Kérpergewicht u. 











Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge wate 
Datum wu : * frequenz 
Versuchs_ d. Tieres co, H,0 é 
‘ ; pro Minute 
in g in g 
6. VIII. 146 1560 1,276 1,032 26 
8. VIII. 152 1630 1,343 1,110 _— 
11. VIII. 162 1690 1,192 1,154 — 
13. VIII. 169 1720 1,263 0,927 23 
19. VIII. 189 1860 1,226 0,752 28 
25. VIII. 209 1970 0,979 0,558 28 
30. VIII. 228 2000 0,760 0,655 23—32 
Durchschnittswert: 1,148 0,884 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 81,5 55,0 
Kontrollversuche. 
Kérper- Prokg Kérpergewicht u. 
‘ - é Atem- 
Dat Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge Seiciaiion 
um Versuchs d. Tieres CO, H,0 — 
; ‘ pro Minute 
in g in g 
10. X. 341 1870 0,765 0,653 30 
be & 347 1860 0,828 0,871 24 
14, X. 351 1870 0,781 0,701 24 
Durchschnittswert: 0,791 0,742 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 56,2 46,2 
b) Bei 33° C AuBentemperatur (Abb. 13). 
Zustand: normal. 
Kérper- Prokg K6érpergewicht u. 
: ; Atem- 
Dat Nr. des  gewicht Stunde abgegeb. Menge Seeiiente 
Te Versuchs d. Tieres CO, H,0 2 
‘ : pro Minute 
in g in g 
13. VII. 70 1290 1,294 2,700 fliegend 
15, VII. 86 1350 1,319 2,644 
16. VII. 93 1360 1,412 2,287 Po 
Normaldurchschnittswert : 1,342 2,544 
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Zustand: thy muslos. 
Datum der Operation: 17. VII. 19. 


Kérper- Prokg Kérpergewicht u. 











Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge neon 
Datum ; frequenz 
Versuchs d. Tieres co, H,0 . 
‘ ; pro Minute 
in g in g 
21. VII 103 1440 1,242 2 236 190 
22. VII. 109 1450 1 324 2,276 170 
23. VII. 112 1450 1,33] 2,562 fliegend 
28. VII. 117 1500 1,337 2,520 i 
30. VII. 125 1540 1,227 2,097 190 
2. VIII. 136 1530 1,206 2,314 190 
4. VIII. 140 1550 1,181 2,129 190 
Durchschnittswert: 1,264 2,305 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 94,2 90,6 
Zustand: thymus- und thyreoidealos. 
Datum der Operation: 5. VIII. 19. 
Kérper- Ptokg Kérpergewicht u. 
+ : as Atem- 
Deter Nr. des  gewicht Stunde abgegeb. Menge Ravel 
- Versuchs_ d. Tieres co, H,0 = 
: : pro Minute 
in g in g 
7. VII. 150 1590 1,163 2,126 190 
9. VIII. 158 1650 1,064 1,791 100 
12. VIII. 164 1700 0,915 1,765 168 
14. VIII. 172 1750 0,829 1,506 135 
16. VIII. 180 1820 0,796 1,143 95 
18. VIII. 184 1810 0,696 1,204 80—85 
21. VIII. 196 1900 0,721 1,221 60—70 
27. VIII. 222 1970 0,642 1,005 66 
Durchschnittswert: 0,850 1,471 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 63,3 57,8 
Kontrollversuche. 
K6érper- Prokg Kérpergewicht u. 
. : : Atem- 
— Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge mena 
Versuchs d. Tieres CO, H,O am 
; ‘ pro Minute 
in g in g 
Hed 346 1860 0,715 1,194 100—112 
14, X. 353 1870 0,754 1,412 145 
Durchschnittswert: 0,735 1,303 


In % d. Normaldurchschnittswertes: 54,8 51,2 
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V. Thyreo- und nachtriglich thymektomierte Tiere. 


Ausgefiihrt wurde diese Versuchsreihe, um zu wissen, ob nach Thy- 
reoidektomie Thymektomie einen weiteren Abfall in Kohlenséure- und 
Wasserausscheidung bewirken kénne, und nicht zuletzt sollte sie, sowohl 
direkt als indirekt, den férdernden Einflu8 der Thymus bestitigen. 

Bei nachtriiglicher Thymektomie thyreoidealoser Kaninchen tritt 
eine erneute Senkung der CO,- und H,O-Abgabe nicht ein. Die Thymus- 
exstirpation verhindert aber das Abklingen der Reaktion. Die Kohlen- 
siiure- und Wasserausscheidung bleibt auf der tiefsten Stufe, wie sie nach 
Thyreoidektomie war, stehen, und kein einziger Wert erreicht auch nur 
annihernd die Héhe der beim Normaltier gefundenen. 


Thyreoidektomiertes und ekthymiertes Kaninchen A. I 
(Abb. 1 u. 2). 


a) Bei 25°C AuBentemperatur (Abb. 1). 
Zustand: normal. 


Korper- Prokg Kérpergewicht u. 





oe ee 








Atem- 
Nr. des ewicht Stunde abgegeb. Menge 
Daten Versuchs a Tieres co, H,O : ne os 
a see pro Minute 
in g in g 
20. VIII. 192 1420 1,327 1,187 40—44 
22. VIII. 202 1440 1,233 1,153 35 
26. VIII. 213 1500 1,170 1,000 40 
29. VIII. 223 1500 1,057 1,030 38 
1. EX. 234 1540 1,240 1,331 36 
Normaldurchschnittswert: 1,205 1,140 
Zustand: th yreoidealos. 
Datum der Operation: 3. TX. 19. 
Kérper- Pro kg Kérpergewicht u. 
7 . Atem- 
iti Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge nen 
Versuchs d. Tieres co, H,0 ; 
: ‘ pro Minute 
in g in g 
5. IX. 246 1570 1,077 1,045 35 
8. IX. 254 1556 1,065 0,852 35 
10. IX. 263 1610 1,155 0,876 3t 
12, IX. 170 1640 1,009 0,798 33—36 
15. IX. 277 1680 0,798 0,729 35 
17, IX. 285 1660 0,798 0,681 32 
19, IX. 292 1690 0,834 0,751 31—40 
Durchschnittswert: 0,962 0,819 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 79,8 71,8 
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Zustand: thyreoidea- und thymuslos. 
Datum der Operation: 20. 1X. 19. 
Koérper- Pro kg Kérpergewicht u. 
7 : - Atem- 
‘Date Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge equene 
Versuchs d, Tieres co, H,0 p 
, eke pro Minute 
in ¢ in g 
22. IX. 298 1690 0,805 0,799 32—42 
24. IX. 305 1690 0,749 0,763 36 
26. IX. 313 1700 0,803 0,694 38 
29. IX. 320 1730 0,798 0,803 36 
2. X. 327 1710 0,792 0,754 33—40 
&.2. 332 1690 0,801 0,739 34 
ae 7 336 1750 0,866 0,863 32 
10. X. 343 1710 0,772 0,643 30—36 
Ia 349 1690 0,787 0,639 30 
WT. &. 356 1640 0,841 0,689 28 
Se a 360 1740 0,822 0,713 30 
Durchschnittswert: 0,803 0,736 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 66,6 64,6 
b) Bei 33°C AuBentemperatur (Abb. 2). Zustand: normal. 
Kérper- Pro kg Kérpergewicht u. 
. ; ‘ Atem- 
en Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge frequen 
Versuchs d. Tieres CO, H,0 . 
: , pro Minute 
in g in g 
21. IX. 201 1420 1,007 2,268 fliegend 
23. IX. 205 1440 1,146 2,514 a 
27. IX. 218 1510 1,235 2,589 9% 
30. IX. 229 1520 1,138 2,336 oe 
2. X. 239 1520 1,178 2,454 99 
Normaldurchschnittswert: 1,141 2,432 
Zustand: thyreoidealos. 
Datum der Operation: 3. IX. 19. 
Kérper- Pro kg Kérpergewicht u. 
‘ : ‘ Atem- 
lai Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge Sreqnene 
Versuchs d. Tieres co, H,0 ; 
; ; pro Minute 
in g in g 
6. TX. 249 1580 1,089 2,089 fliegend 
9. IX. 258 1580 0,987 1,747 180 
11. IX. 266 1610 0,708 1,478 120—150 
13. TX. 273 1670 0,922 1,497 100—180 
16. IX. 281 1650 0,836 1,261 160—180 
18. IX. 287 1670 0,626 1,317 125—185 
20. IX. 295 1690 0,680 1,521 56—185 
Durchschnittswert: 0,835 1,559 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 73,2 64,1 
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Zustand: thyreoidea und thymuslos. 
Datum der Operation: 20. IX. 19. 
Korper- Pro kg Kérpergewicht u. 





Nr. des gewicht Stunde abgegeb. Menge sansa 
Datum . é frequenz 
Versuchs d. Tieres co, H,O : 
we me pro Minute 
23. IX. 301 1690 0,701 1,449 96—190 
25. IX. 307 1720 0,802 1,395 66—180 
27. IX. 316 1710 0,787 1,333 180 
30. TX. 322 1720 0,715 1,201 48—180 
3. X. 329 1710 0,731 1,386 116—fliegend 
6. X. 334 1730 0,789 1,283 60—190 
9. X. 338 1750 0,757 1,811 fliegend 
11. X. 345 1710 0,743 1,380 60—180 
14, X. 352 1680 0,779 1,190 58—180 
18. X. 358 1680 0,791 1,176 36—190 
21. X. 362 1740 0,851 1,075 36—190 
Durchschnittswert: 0,768 1,334 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 67,3 54,8 


Thyreoidektomiertes und ekthymiertes Kaninchen A. II 
(Abb. 3 u. 4). 


a) Bei 23°C AuBentemperatur (Abb. 3). 
Zustand: normal. 


Koérper- Pro kg Kérpergewicht u. 


Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge Am 
Datum frequenz 
Versuchs d. Tieres co, H,0 . 
: , pro Minute 
in g in g 
6. VIII. 144 1160 1,280 0,914 44 
8. VIII. 154 1210 1,438 1,091 50 
11. VIII. 160 1290 1,291 1,116 46 
13. VIII. 170 1290 1,221 0,892 53 
15, VIII. 177 1360 1,360 0,971 44 
19. VIII. 190 1350 1,204 0,937 45—56 
25. VIII. 211 1510 1,066 0,848 30 
29. VIII. 227 1530 0,961 1,105 36—40 
1. 1X. 232 1590 1,182 1,050 40 





Normaldurchschnittswert: 1,223 0,992 
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Zustand: th yreoidealos. 
Datum der Operation: 3. IX. 19. 


Kérper- Pro kg Kérpergewicht u. 








cia Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge —, 
Versuchs d. Tieres co, H,0 a" 
; ; pro Minute 
in g in g 
5. IX. 245 1540 0,919 0,800 32—34 
8. IX. 252 1610 0,925 0,894 33 
10. IX. 262 1720 1,041 0,814 43 
12. IX. 268 1710 1,164 0,778 46 
15. IX. 275 1750 0,977 0,657 35 
1 Ap». © 284 1740 0,828 0,770 35 
19. IX. 291 1800 0,786 0,800 36—4l 
Durchschnittswert: 0,949 0,788 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 77,6 79,4 
Zustand: thyreoidea- und thymuslos. 
Datum der Operation: 20. IX. 19. 
Kérper- Pro kg Kérpergewicht u. 
“ : Atem- 
Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge 
Datum “ “i frequenz 
Versuchs d. Tieres CO, H,0 ; 
, : pro Minute 
in g in g 
22. IX. 296 1770 0,808 0,650 32—42 
24, IX. 303 1770 0,788 0,701 35 
26. IX. 312 1750 0,897 0,811 36 
29. IX. 318 1810 0,931 0,939 36 
SX. 325 1830 0,877 0,710 — 
4. X. 33la 1820 0,780 0,775 45 
Durchschnittswert: 0,847 0,764 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 69,3 7,0 
b) Bei 33°C AuBentemperatur (Abb. 4). 
Zustand: normal. 
KGérper- Pro kg Kérpergewicht u. 

e : : Atem- 
os Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge cient 
+ Versuchs d. Tieres co, H,O = 

s , pro Minute 
in g in g 
7. VIII. 148 1170 1,286 2,423 fliegend 
9. VIII. 156 1200 1,229 2,563 
12. VIII. 165 1290 1,248 2,132 
14. VIII. 173 1300 1,173 2,100 
16. VILI. 181 1360 1,173 2,015 ” 
18. VIII. 185 1420 1,254 2,000 sa 
21. VIII. 197 1430 1,087 2,112 
26. VIII. 216 1500 1,073 2,377 a 
2. IX. 238 1560 1,029 2,282 ” 





Normaldurchschnittswert: 1,172 2,223 
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Zustand: thyreoidealos. 
Datum der Operation: 3. [X. 19. 
Korper- Pro kg Kérpergewicht u. 
Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge 
Versuchs d. Tieres CO, H,0O 
in g in g 
6. IX. 248 1570 1,009 1,981 170 
9. IX. 257 1670 0,814 1,617 130 
1). EX. 267 1700 0,941 1,512 126—130 
13. IX. 272 1710 0,725 1,491 180 
16. IX. 280 1780 0,680 1,219 68—135 
18. 1X. 286 1790 0,667 1,243 98—126 
Durchschnittswert: 0,806 1,511 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 68,8 68,0 


Atem- 
frequenz 
pro Minute 


Datum 





Zustand: thyreoidea- und thymuslos. 
Datum der Operation: 20. IX. 19. 
K6érper- Pro kg Kérpergewicht u. 
Nr.des gewicht Stunde abgegeb. Menge 
Versuchs d. Tieres co, H,0 
in g in g 
23. IX. 300 1760 0,679 1,381 140—160 
25. IX. 310 1760 0,716 1,364 100—180 
27. IX. 315 1770 0,664 1,376 116—120 
30. IX. 321 1800 0,683 1,406 160—180 
3. X. 328 1820 0,761 1,602 190 
6. X. 333 1820 0,761 1,538 160—180 
Durchschnittswert: 0,711 1,445 
In % d. Normaldurchschnittswertes: 60,7 65,0 


Atem- 
frequenz 
pro Minute 


Datum 





Respirationsfrequenzen und Rectaltemperaturen. 


Allgemein ist zu bemerken, daB die Respirationsfrequenz bei ver- 
schiedenen Kaninchen bei Normaltemperatur eine ziemlich schwankende 
ist, beim einzelnen Tier aber relativ konstant. 

Die Zahlung der Atemziige fand wiahrend eines Versuches 2—3 mal 
statt, d. h. nach einer halben Stunde nach Beginn und am Ende, immer 
dann, wenn die Tiere ruhig dalagen. Dabei wurden folgende Werte gefunden. 


Zahl der Atemziige bei: 
23° C 33° C 
Kaninchen A. I 30—44 fliegend 
A. II 32—46 
B. Il 42—100 
B. III 34—100 
B. IV 23—30 
C.I 27—33 
C. II 32—46 











Funktion der Thymus und Schilddriise usw. 31 


Der Durchschnitt betrug also bei 23°C AuBentemperatur 30—40 
Atemziige pro Minute und es konnte beziiglich der Zahl nach Operation 
kein nennenswerter Unterschied wahrgenommen werden. 

Anders nun bei 33° C AuBentemperatur; wihrend Normaltiere ohne 
Ausnahme schon nach 2—5 Minuten ausgeprigte Hitzepolypnoe, soz. 
fliegende Atmung (d. h. unzahibar, iiber 190 pro Minute) aufwiesen, dabei 
lang ausgestreckt in der Respirationskammer lagen, trat nun bei allen 
fiinf thyreoidektomierten Kaninchen, eine gewisse Zeit nach der Operation 
eine auffallende Anderung in der Raschheit der Atmung auf, die allerdings 
verschieden stark ausgepragt war und einen etwas verschiedenen Verlauf 
nahm. 4—1l4 Tage nach der Schilddriisenwegnahme waren die ersten 
Erscheinungen einer verlangsamten Respirationsfrequenz wahrnehmbar. 
Wenn die Atmung am Ende eines Versuches hier und da noch fliegend 
war, so ging es doch viel linger, meist iiber eine halbe Stunde, bis sie sich 
entwickelte und die Tiere erholten sich rasch, sobald sie den Apparat 
verlassen hatten. Noch nach einer halben Stunde Aufenthalt im Respira- 
tionskasten hatten Tiere Atemfrequenzen von 34—50—60 pro Minute, 
nach einstiindigem Versuch war sie meist auf 160—180 gestiegen, eventuell 
auch wieder fliegend geworden. Die tiefsten diesbeziiglichen Zahlen weisen 
auf Kaninchen B. IV mit 66, C. II mit 115, A. II mit 120 und A. I mit 
150 (Abb. 18—2]). 

Diese frappante Verminderung der Zahl der Atemziige bei hoher 
AuBentemperatur dauerte bei Kaninchen B. IV noch nach 70 Tagen nach 
der Operation an, wo es nach 60 Minuten wahrend dem Versuch Werte 
von 112 resp. 145 aufwies. Auch bei sémtlichen anderen Tieren war dieser 
Riickgang in der Zahl der Atemziige mit Unterbruch von einzelnen Tagen 
und da auch nur in einer friiher einsetzenden beschleunigten Respiration 
bis zu den SchluBversuchen immer vorhanden. 

Sicher ist dieses Phinomen auf Thyreoidektomie zuriickzufiihren, 
ob auch die Thymektomie einen kleinen Anteil daran hat, ist nicht ohne 
weiteres auszuschlieBen; ein einziges Tier, B. IV, hat auf Thymusausschal- 
tung einmal eine Respirationsfrequenz nach stiindigem Versuch von 170 
aufgewiesen. Ob gestiitzt auf diese einzige Beobachtung aber dem Aus- 
fall der Thymus eine Mitbeteiligung am Phainomen beizumessen ist, bleibt 
fraglich. Aus dem aber in verschiedenen Beziehungen z. T. nachgewiesenen, 
z. T. nur behaupteten funktionellen Zusammenhang der beiden Organe 
ist eine gewisse Mithilfe nicht von vornherein von der Hand zu weisen. 

GesetzmaBige Folge ist, da8 Kaninchen nach vollstandiger 
Thyreoidektomie und Thyreoithymektomie bei 33°C AuBen- 
temperatur mit einer Abnahme der Respirationsfrequenz 
reagieren (Abb. 18—21), oder in weniger ausgesprochenen 
Fallen zum mindesten eine viel langere Zeit zur Entwicklung 
der Hitzepolypnoe brauchen (Abb. 22; die Kurven b u. c stammen 
vom Kaninchen A. I, thyreoidektomiert und thymektomiert aufgenommen, 
wahrend Versuch 358 u. 362). 

Ob dieses Phinomen auf einer verminderten Erregbarkeit des Atem- 
zentrums, d. h. auf nervéser Grundlage oder auf einer geringeren Warme- 








32 E. Ruchti: 


produktion oder auf gesteigerter Wirmeabgabe beruht, dariiber kénnen 
die an den betreffenden Tieren vor und nach dem jeweiligen Versuch auf- 
genommenen Rectaltemperaturen vielleicht etwelchen AufschluB geben; 
die Frage wird aber auf calorimetrischem Wege oder durch Untersuchungen 
am Atem- und Warmezentrum selbst ihre endgiiltige Lésung erfahren. 


Zusammenstellung der Rectaltemperaturen bei 33°C. AuBen- 
temperaturen vor und nach dem Versuch gemessen. 





1. Thymektomierte Tiere: 
Kaninchen B. II: normal. 


Nr. des Rectaltemperatur 





Versuchs vor d. Versuch nach d. Versuch Diff. Resp.-Frequ. 
199 39,4 40,3 0,9 fliegend 
208 39,7 40,5 0,8 ese 
220 39,7 40,5 0,8 ne 
231 39,5 40,3 0,8 pe 
247 40,0 41,0 1,0 ir 
259 39,9 40,7 0,8 pa 

Zustand: thymuslos. 
Nr. des Rectaltemperatur ; 

Versuchs vord. Versuch nach d. Versuch Diff. Resp.-Frequ. 
278 39,9 40,7 0,8 fliegend 
289 39,9 40,5 0,6 i. 

299 39,9 41,5 1,6 m 
B. III: normal. 
Nr. des Rectaltemperatur d 

Versuchs vord. Versuch nach d. Versuch Diff. Resp.-Frequ. 
274 39,6 40,3 0,7 fliegend 
282 39,4 40,7 13 
288 39,3 40,5 1,2 99 
294 39,5 40,9 1,4 Pp 

thymuslos. 

Nr. des Rectaltemperatur . 

Versuchs ord. Versuch nach d. Versuch Diff. Resp.-Frequ. 
302 39,6 40,8 1,2 fliegend 
309 39,5 40,7 1,2 ” 

317 39,3 40,5 1,2 ” 
363 39,5 40,7 1,2 ~ 
330 39,6 40,8 1,2 ie 
335 39,5 40,5 1,0 - 
339 39,4 40,4 1,0 %9 
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2. Thyreo-thymektomierte Tiere. 


Kaninchen B. IV: thymus- und thyreoidealos. 


Nr. des Rectaltemperatur ; 
Versuchs, vord. Versuch nach d. Versuch Diff. Resp.-Frequ. 
346 38,6 39,5 0,9 112 
353 38,7 39,6 0,9 145 


Kaninchen C. I: thyreoidea- und thymuslos. 


Nr. des Rectaltemperatur : 
Versuchs ord. Versuch nach d. Versuch Diff. Resp.-Frequ. 
187 38,7 39,5 0,8 140 
217 39,1 39,4 0,3 190 


Kaninchen C. II: thyreoidea- und thymuslos. 


Nr. des Rectaltemperatur : 
Versuchs vord. Versuch nach d. Versuch Diff. Resp.-Frequ. 
186 40,0 40,6 0,6 190 
198 39,3 39,8 0,5 80—120 
206 39,7 40,0 0,3 180 
221 38,9 39,8 0,9 140 
237 39,1 39,8 0,5 160 
251 39,0 39,8 0,8 90—115 


Kaninchen A. I: normal. 


Nr. des Rectaltemperatur ; 

Versuchs ord. Versuch nach d. Versuch Diff. Resp.-Frequ. 
201 39,4 40,1 0,7 fliegend 
205 39,4 40,3 0,9 ye 
229 39,3 40,1 0,8 i 
239 39,3 40,4 1,1 * 


thyreoidealos, 


Nr. des Rectaltemperatur J " 
Versuchs vord. Versuch nach d. Versuch Diff. Resp.-Frequ. 

249 39,4 40,0 0,6 fliegend 
258 39,4 40,0 0,6 180 
266 39,7 40,0 0,3 120—150 
273 39,6 39,7 0,1 100—180 
281 39,4 39,7 0,3 160—180 
287 39,3 39,7 0,4 125—185 
295 39,2 39,7 0,5 * 56—185 


9 
v0 
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thyreoidea- und thymuslos. 
Nr. des Rectaltemperatur ; 

Versuchs vord. Versuch nach d. Versuch Diff. Resp.-Frequ. 
301 39,4 39,8 0,4 96—190 
307 39,0 39,6 0,6 66—180 
316 39,2 39,7 0,5 180 
322 39,0 39,5 0,5 48—180 
349 38,5 39,8 1,3 116—fliegend 
334 39,3 39,8 0,5 60—190 
338 39,1 40,1 1,0 fliegend 
345 39,1 40,0 0,9 60—180 
352 38,7 40,4 1,7 58—180 

Kaninchen A. II: normal. 

Nr. des Rectaltemperatur ; ‘ 
Versuchs vord. Versuch nach d. Versuch Diff. Resp.-Frequ. 
185 39,5 41,3 1,8 fliegend 

197 39,6 40,6 1,0 % 
216 39,5 41,4 1,9 99 
238 39,3 40,6 1,3 “s 
thyreoidealos. 
Nr. des Rectaltemperatur : 

Versuchs vord. Versuch nach d. Versuch Diff. Resp.-Frequ. 
248 39,7 40,8 1,1 170 
267 39,9 40,5 0,6 126—130 
272 39,7 40,3 0,6 180 
280 39,7 40,2 0,5 68—135 
286 39,5 40,1 0,6 98—126 

thyreoidea- und thymuslos. 
Nr. des Rectaltemperatur 

Versuchs vor d. Versuch ate d. Versuch Diff. Resp.-Frequ. 
300 39,5 40,6 0,9 140—160 
310 39,2 40,0 0,8 100—180 
315 39,2 40,5 1,3 116—120 
321 39,0 39,9 0,9 160—180 
328 39,4 40,1 0,7 190 
332 38,3 39,3 1,0 160—180 

Durchschnitte. 

1. Zustand: normal. 
Rectaltemperatur ; 
Kaninchen vor d. Versuch nach d. Versuch Differenz 

B. II 39,7 40,55 0,85 
B. III 39,45 40,6 1,15 
4:1 39,35 40,22 0,87 
A. II 39,48 40,98 1,5 
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2. Zustand: thymuslos. 


Rectaltemperatur 


Kaninchen vor d. Versuch nach d. Versuch Differenz 
B. IT 39,9 40,9 1,0 
B. III 39,49 40,63 1,14 
3. Zustand: thyreoidealos. 
Rectaltemperatur . 
Kaninchen vor d. Versuch nach d. Versuch Differenz 
AVI 39,43 39,83 0,4 
A. II 39,7 40,38 0,68 


4. Zustand: thymus- und thyreoidealos. 


Rectaltemperatur ; 
Kaninchen vor d. Versuch nach d. Versuch Differenz 
A.I 39,03 39,85 0,82 
A. II 39,1 40,03 0,93 
B. IV 38,65 39,55 0,9 
C.I 38,9 39,45 0,55 
C. If 39,33 39,93 0,6 


Aus obigen Zusammenstellungen lassen sich folgende Tat- 
sachen feststellen: 

1. Alle Normaltiere haben vor dem Versuch eine durch- 
schnittliche Rectaltemperatur von 39,5°C, sie steigt nach stiin- 
digem Versuch bei 33°C auf ca. 40,5°C, d.h. um 1°. 

2. Thymektomierte Tiere weisen vor und nach der Operation 
gleiche Temperaturen, wie normal, folglich auch gleiche Diffe- 
renzen auf. 

3. Thyreoidealose Tiere zeigen nach dem Versuch um 0,4 
resp. 0,6° C kleinere Durchschnittswerte als normal, die Differenz 
ist um mehr als die Hialfte des Normalen gesunken. 

4. Bei allen thyreo-thymektomierten Tieren sind die Durch- 
schnittstemperaturen tiefer, sowohl vor als auch nach dem Ver- 
such, wo alle unter 40,0°C sind. 

GroBe Schliisse kénnen aus diesen Warmemessungen nicht 
gezogen werden, indem bei sich straubenden Tieren, mit Riick- 
sicht auf die eigentliche Aufgabe der Arbeit systematische Mes- 
sungen nicht vorgenommen werden konnten. Immerhin seien 
die Tabellen angegeben und lassen vielleicht im Verein mit anderen 
diesbeziiglichen Untersuchungen doch noch eine Bewertung zu. 

3* 
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So wie die Sache gegenwiirtig steht, méchte ich zur Erklérung 
des Respirationsphanomens in Kombination mit den Ergebnissen 
der Warmemessung, die Méglichkeit einer gesteigerten Warme- 
abgabe und daraus sich ergebender geringerer Erwirmung des 
Organismus, was seinerseits wieder einen schwacheren Reiz fiir 
das Atemzentrum bilden wiirde, von vornherein auBer Betracht 
lassen. Ein Temperaturunterschied von 0,5° kann kaum eine 
solch hochgradige Atemfrequenzinderung hervorrufen. Zudem 
ist die vermehrte Warmeabgabe aus folgender Uberlegung aus- 
zuschlieBen. Die Warmeabgabe beim Kaninchen vollzieht sich, 
da dieses Tier bekanntlich nicht Schwei8 absondern kann, im 
wesentlichen durch die Atmung, d.h. durch die Wasserabgabe. 
Diese ist aber, wie aus den Versuchen deutlich ersichtlich, nach 
Thyreoidektomie stark reduziert, ein groBer Calorienverlust auf 
diesem Wege folglich ausgeschlossen. Auch an eine miachtige 
Weitung der peripheren GefiBe, verbunden mit groBem Warme- 
verlust, ist hier schwerlich zu denken. 

Vielmehr bleibt die Méglichkeit einer nervésen Beeinflussung 
d. h. einer abgeschwachten Erregbarkeit des Atemzentrums, wahr- 
scheinlich. 

Sehr plausibel ist iibrigens auch, nach den allgemein auf 
Thyreo-Thymektomie gesunkenen Temperaturen geschlossen, die 
Annahme der verminderten Wiarmeproduktion; die beiden Fak- 
toren, geringe Kohlensiureabgabe und gesunkene Mastdarm- 
temperatur stimmen noch am besten iiberein. MaBgebend wird 
aber erst eine Untersuchung am Warmezentrum selbst sein. 


Die Resultate. 


Die Ergebnisse dieser Arbeit kénnen im folgenden kurz 
zusammengefaBt werden: 

1. Kaninchen sind fiir Stoffwechseluntersuchungen nicht un- 
geeignete Tiere; sie ertragen Thyreoidektomie und Thymektomie 
sehr gut. 

2. Kaninchen reagieren auf Thyreoidektomie mit einer starken 
Abnahme der Kohlensiure- und Wasserabgabe. 

3. Auf bloBe Thymektomie zeigen sich Kaninchen in bezug 
auf CO, und H,O-Abgabe sozusagen refraktar; es tritt nur eine 
kleine Verminderung ein. 

4. Gleichzeitige Schilddriisen- und Thymusexstirpation hat 
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eine sehr starke Abnahme der Kohlensiure und Wasserabgabe 
zur Folge, ein Abklingen der Reaktion tritt nicht ein. 

5. Thyreoidektomie nach Thymektomie list eine markante 
Abnahme der Kohlensiure und Wasserausscheidung aus; die 
tiefen Werte bleiben konstant. 

6. Thymektomie nach Thyreoidektomie kann keine erneute 
Senkung hervorrufen; wohl aber verhindert sie das Abklingen der 
Reaktion, wie sie nach Schilddriisenwegnahme allein auftritt. 

7. Diese Tatsachen sind die ersten experimentellen Beweise, 


daB Thymus und Thyreoidea in ihrer Funktion in gegenseitig 


férderndem’ Verhiltnis stehen. Das gilt vorliiufig fiir das Kanin- 
chen. Falls diese Befunde verallgemeinert werden dirfen, haben 
sie nicht nur groBe Bedeutung fiir die Physiologie, sondern auch 
fiir die Pathologie, speziell die ganze Basedow-Lehre. 

8. Schilddriisenlose und schilddriisen- und thymuslose Ka- 
ninchen zeigen bei erhéhter AuBentemperatur (33° C) eine wesent- 
liche Abnahme der Respirationsfrequenz; die Hitzepolypnoe stellt 
sich oft erst nach einer Stunde ein, oft tiberhaupt nicht, d.h. die 
Tiere sind gegen hohe Wiirmegrade viel weniger empfindlich. 
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Kaninchen A. I, thyreoidektomiert und thymektomiert bei 33° C, 
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Kaninchen A. II, thyreoidektomiert und thymektomiert bei 28° C. 
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Durchschnittswerte Abb. 7. Kaninchen B. I, thymektomiert bei 33° C, 
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Abb. 9. Kaninchen B. II, thymektomiert bei 88° C. 
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Abb. 10. Kaninchen B. 111, thymektomiert bei 28° C. f 
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Abb. 18. Kaninchen B. IV, thymektomiert und thyreoidektomiert bei 33° C. 
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Abb. 15. Kaninchen C. I, thymektomiert und thyreoidektomiert bei 33° C. 
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Abb. 16. Kaninchen C. II, thymektomiert und thyreoidektomiert bei 23° C. 
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Abb. 17. Kaninchen C. I, thymektomiert und thyreoidektomiert bei 33 ° C. 
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Abb. 18, Respirationsfrequenz. Kaninchen B. IV, thymektomiert und thyreoidektomiert 
bei 38°C. ° 
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Abb. 19. Respirationsfrequenz. Kaninchen C.1I, thymektomiert und thyreoid« ktomiert 
bei 83°C. 
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Abb. 20. Respirationsfrequenz, Kaninchen C. Il, thymektomiert und 
thyreoidektomiert bei 33° C. 
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Abb, 22. Verainderung der Resji: 
rationsfrequenz im Laufe einer 
Stunde bei 33° C AuBentempers- 
Abb, 21, Respirationsfrequenz. Kaninchen A. II, thyreoidektomiert tur. a) Normaltier, b) und c) thy: 
und thymektomiert bei 88° C. mus und thyreoidealos Tier. 
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Zur Methodik der Neutralschwefelbestimmung im Harn. 


Von 
Paul Liebesny. 


(Aus dem physiologischen Institut der Wiener Universitit.) 
(Eingegangen am 5. Februar 1920.) 


Gelegentlich einer Arbeit, welche den EinfluB des Lichtes 
auf den intermediiren EiweiSstoffwechsel zum Gegenstande 
hatte’), ergab sich die Notwendigkeit, eine gréBere Serie von 
Neutralschwefelbestimmungen im Harn vorzunehmen. 
Diese Bestimmungen sollten auf titrimetrischen Wege aus der 
Differenz von Gesamtschwefel und Gesamtsulfaten teils nach den 
Angaben von Raiziss und Dubin?), teils nach Rosenheim 
und Drummond’) ausgefiihrt werden, wobei die Schwefelsiure 
als sehr schwer lésliches Benzidinsulfat niedergeschlagen wird. 

Um die Sicherheit zu haben, daB8 mit der Benzidinsulfat- 
methode obiger Autoren genaue Resultate zu erzielen sind, 
habe ich vor Ausfiihrung der Harnuntersuchungen zunichst 
Schwefelbestimmungen in 1 proz. Sulfusalicylsiurelésungen vor- 
genommen. Bei acht derartigen Untersuchungen ergaben sich 
stets Schwefelwerte, welche die berechneten um 8—10% iiber- 
stiegen. Trotz Aufwendung der gréBten Sorgfalt schienen diese 
Ungenauigkeiten unvermeidlich. 

Die zu hohen Schwefelwerte wurden von Professor Durig 
auf den Schwefelgehalt des Leuchtgases zuriickgefiihrt, da er 
schon vor mehreren Jahren anlaBlich von Schwefelbestimmungen 
ahnliche Stérungen durch den Leuchtgasschwefel des Wiener 
Leuchtgases gefunden hatte. Er nahm daher an, daB bei den 
vorliegenden Untersuchungen, bei welchen nach der Methodik 


1) Liebesny, Der Einflu8 des Lichtes auf den intermediaren Eiweif- 
stoffwechsel. Erscheint in der Monatsschr. f. physik. u. diat. Therapie 1920. 

*) Raiziss und Dubin, Journ. of Biolog. Chem. 18, 297. 1914. 

3) Rosenheim und Drummond, Biochemical Journ. 8, 143. 1914. 
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der obengenannten Autoren die auf Schwefel zu untersuchenden 
Fliissigkeiten in offenem Schalchen iiber der Gasflamme verdampft 
und gegliiht werden miissen, der Leuchtgasschwefel die Lésungen 
verunreinige. Diese Vermutung hat sich in der Folge als richtig 
erwiesen. 

Es war also notwendig, das Leuchtgas bei diesen Analysen 
zu vermeiden. Die Schwefelbestimmungen im Harn wurden nun 
in folgender modifizierter Weise vorgenommen, nachdem Kon- 
trollversuche mit 1 proz. Sulfosalicylsiure Werte ergaben, welche 
mit den berechneten fast vollstindig tibereinstimmten; es ergab 
z. B. die Bestimmung von Iproz. Sulfosalicylsiure in 1 ccm 
0,00143 g S, im Kontrollversuch 0,0014 g 8; der berechnete Wert 
ist 0,00146 g S. 


A. Gesamtschwefelbestimmung im Harn. 


2 ccm Harn werden in eine Eprouvette aus sch wer sch melz - 
barem Glas von 48 ccm Inhalt gebracht und mit 5 ccm des von 
Denis!) modifiziertes Benediktschen Reagens*) versetzt; 
das Reagens hat folgende Zusammensetzung : 

25 g Kupfernitrat), 

25 g Kochsalz, 

10 g Ammoniumnitrat, 
1000 g dest. Wasser. 

Die Eprouvette wird in einen fast senkrecht gestellten 
elektrischen Verbrennungsofen (System Heraus) gebracht, an der 
in der Mitte desselben befindlichen Auflageschiene mit einer 
Klemme befestigt, und zwar so, daB zunachst nur die Kuppe der 
Eprouvette in den Anfangsteil des Rohres des Herausofens 
hineinragt, worauf der Ofen zunichst mit geringer Stromintensi- 
tat erhitzt wird, um ein langsames Abdampfen der Fliissigkeit 
zu erzielen; allzu rasches Erhitzen bewirkt StoBen und eventu- 
elles Herausspritzen der Fliissigkeit; es empfiehlt sich tiberdies, 
um dieses StoBen mit Sicherheit zu vermeiden, eine kleine Glas- 


1) Denis, Journ. of Biolog. Chem. 8, 401. 1910. 

2) Benedikt, Journ. of Biolog. Chem. 6, 363. 1909. 

3) Benedikt gab schon an, da8 ein Kontrollversuch mit dieser Lésung 
ausgefiihrt werden muB, da Kupfernitrat gewéhnlich Spuren von Sulfat 
enthalt; dies traf auch bei diesen Untersuchungen zu, obgleich sogenanntes 
chemisch reines Kupfernitrat von Merck verwendet wurde. Die Menge der 
in dieser Lésung gefundenen Sulfate mu8 vom Endwert abgezogen werden. 
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perle der Lésung zuzusetzen. Die Abdampfung der Flissigkeit 
bis zur Trockene léBt sich auf diese Weise in zirka 30 Minuten 
ausfiihren. Nach der Verdampfung der Flissigkeit wird die 
Eprouvette mit der Kuppe bis zur Mitte des Heriusofens einge- 
schoben und nun die volle Stromstirke eingeschaltet; nach zirka 
2 Minuten befindet sich die untere Halfte der Eprouvette samt 
Inhalt in Rotglut und man gliiht so durch 10 Minuten. 

Diese Art von Verbrennung hat sich sehr bewihrt, erstens 
wegen des vollstaindigen Ausschlusses der Moéglichkeit der Ver- 
unreinigung durch Leuchtgasschwefel. AuBerdem erfordert das 
Verdampfenlassen und spiter das Gliihen in offenem Schialchen 
iiber einer Flamme, stiindige Aufmerksamkeit und Beobachtung, 
wihrend dieselben Manipulationen keinerlei Beaufsichtigung 
bendtigen, wenn sie in der geschilderten Weise in einer Eprouvette 
im Herausofen ausgefiihrt werden, wodurch Zeit und Miihe ge- 
spart wird. Es diirfte sich daher diese Methodik des Verdampfens 
von Fliissigkeiten und das Gliihen des Verdampfungsriickstandes 
auch bei anderen analytischen Untersuchungen bewihren, ins- 
besondere dort, wo kleine Mengen zur Untersuchung gelangen. 

In Fortsetzung der besprochenen Untersuchung wird die 
Eprouvette abkihlen gelassen, dann setzt man 2 ccm 10proz. 
Salzsiiure zu und erwirmt ganz wenig, worauf sich der Verbren- 
nungsriickstand vollstindig klar lést. Nun wird mit 10% Natron- 
lauge sorgfaltig neutralisiert und dann bis zur schwach sauren 
Reaktion (gepriift mit Kongorotpapier) wieder angesiuert; 
hernach setzt man immer noch in der gleichen Eprouvette 
25 cem der von Raiziss und Dubin angegebenen Benzidin- 
lésung zu; diese besteht aus: 

6,7 g Benzidin, 
29 g Salzsiure (spez. Gewicht 1,19), 
1000 g dest. Wasser. 

Es bildet sich rasch ein silberglinzender Niederschlag, der 
nach 10 Minuten vollstandig gefallt ist. Hierauf wird der Nieder- 
schlag auf einem gehirteten Filter (Schleicher und Schiill) unter 
auBerst geringer Saugwirkung filtriert; bei zu starkem Saugen 
geht der Niederschlag eventuell durch das Filter. Der Niederschlag 
mu8B reichlich mit dest. Wasser und sorgfiltig nachgewaschen 
werden, und zwar bis zur neutralen Reaktion der aus dem Trichter 
abtropfenden Fliissigkeit. 
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Bei dieser Art der Filtration des Niederschiages bin ich auch 
von den Vorschligen von Raiziss und Dubin abgegangen, 
welche die Filtration auf einem Asbestfilter im Goochtiegel vor- 
nehmen. Dabei ist es notwendig, den Asbest vorher stets sorg- 
faltig zu reinigen und im Goochtiegel zu gliihen, was einen nicht 
geringen Zeitaufwand erfordert. Es ist daher das Filtrieren mit 
Trichter und gehartetem Papier bei diesen Untersuchungen aus 
dem besprochenen und einem noch weiter unten zu besprechenden 
Grund vorzuziehen. Der Niederschlag samt Papierfilter wird in 
einen 250 ccm fassenden, weithalsigen Erlenmeyerkolben gebracht, 
mit zirka 150 cem dest. Wasser aufgeschwemmt, ungefihr 5 Mi- 
nuten gekocht und in heiBem Zustand nach Hinzufiigen von einigen 
Tropfen alkoholischer Phenolphthaleinlésung mit "/,)-Natron- 
lauge titriert. Bei der Durchfiihrung der Endreaktion hat sich 
auch die Verwendung von gehiirtetem Papierfilter statt Asbest 
bei der vorhergehenden Filtration empfehlenswert erwiesen, da 
der in der Fliissigkeit herumschwimmende Asbest die Beobachtung 
des Farbenumschlages erschwert. 

Es sei noch erwaihnt, daB bei Harnen mit sehr niedrigem 
Schwefelgehalt die Titration mit "/,))-Natronlauge vorgenommen 
werden miiBte. 1 ccm */,)-NaOH entspricht 0,0049 H,SO,. 


B. Bestimmung der Gesamtsulfate. 


Bei dieser Bestimmung wurde im wesentlichen nach der von 
Rosenheim und Drummond angegebenen Methodik vor- 
gegangen. 

25 ecm Harn wurden in einen zirka 250 ccm fassenden weit- 
halsigen Erlenmeyerkolben gebracht, mit 20 cem 10 proz. Salz- 
siure versetzt und wahrend 20 bis 30 Minuten langsam auf kleiner 
Flamme gekocht. Nach dem Kochen wird sorgfiltig neutralisiert 
und dann wieder bis zur schwach sauren Reaktion angesiuert ; 
nun werden 100 ccm folgender Benzidinlésung zugesetzt: 

4g Benzidin, 
5cem Salzsiiure (spez. Gew. 1,19) 
auf 2000 ccm dest. Wasser. 


Man lat wieder 10 Minuten stehen, fihrt die Filtration wie oben 
auf gehartetem Papierfilter aus und bringt Niederschlag samt 
Filter in einen Erlenmeyerkolben. Die Fortsetzung der Bestimmung 
erfolgt in gleicher Weise wie bei der Gesamtschwefelbestimmung. 
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Die nach dieser Methodik aus der Differenz von Gesamt- 
schwefel und Gesamtsulfaten an zwei Hunden in Vorversuchen 
gewonnenen Neutralschwefelwerte seien in folgendem angegeben. 
Die Tiere warden in Stoffwechselkafigen gehailten und mit fast 
ausschlieBlicher EiweiSkost, nimlich Darmgekrése von Pferden 
ernahrt. 

Der erste Hund hatte ein K6érpergewicht von 13,2 kg und 
wurde tiglich mit 750 g Darmgekrése ernahrt. Der Stickstoff- 
gehalt dieser Nahrung war durchschnittlich 10,82 g und der Ka- 
loriengehalt 648,47 Kalorien. 

Gewohnlich wurde die 24stiindige Harnmenge manchmal 
auch Mischharne von 2 Tagen untersucht. 

Es ergaben sich folgende Werte: 


Tabeile I. 

Datum Harnmenge Ges.-Stickstoff | Neutralschwefel als SO, 
26. VI. 1919 150 4,6914 0,1506 
27. VI. 260 7,6622 0,3296 
28. VI. 335 11,0543 0,3307 
29. VI. 2601) 8,68504 0,3546 
30. VI. 260!) 8,68504 0,3546 

1. VIL. 225 9,6195 0,3381 
3. VIT. 225 10,1556 0,3393 
4. VIL. 240 10,3891 0,3485 
5. VIL. 215 7,2270 0,3302 


Der zweite Hund hatte ein Kérpergewicht von 5,4 kg und 
wurde mit 400 g Darmgekrése tiglich ernahrt, welcher Nahrungs- 
menge durchschnittlich 6,172 g Stickstoff und 356,7 Kalorien 
entsprachen. 

Bei diesem Tier ergaben sich folgende Werte: 


Tabelle II. 


Datum Harnmenge Ges.-Stickstoff | Neutralschwefel als SO, 
14. X. 220 6,2528 0,264 

15. X. 250 7,8505 0,275 

16. X. 145 4,9369 0,2581 

17. & 175 5,8403 0,2548 

18. X. 160 5,8777 0,2592 

19. X. 1201) 5,8060 0,2655 

20. X. 1201) 5,8060 0,2655 

*21. X. 135 6,7171 0,2770 





1) Mischharne. 
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Die Neutralschwefelwerte zeigten in beiden Versuchsreihen 
eine groBe Konstanz. 

Mit den vorgeschlagenen technischen Abanderungen er- 
méglicht die Benzidinsulfatmethode eine sehr expeditive und 
genaue Bestimmung des Neutralschwefels im Harn und diirfte 
sich auch im klinischen Betrieb bewahren. Der Neutralschwefel 
entbehrt, wie die Untersuchungen von Weiss!) gezeigt haben, 
nicht des klinischen Interesses; jedoch konnte sich dessen Be- 
stimmung auf Kliniken bisher offenbar deshalb nicht einbirgern, 
da die bisher tiblichen gewichtsanalytischen Methoden der Schwe- 
felbestimmung im Harn sehr umstindlich und zeitraubend waren. 
Zum Schlusse danke ich Herrn Professor Dr. Otto Firth fir 
die kollegiale Unterstiitzung, die er mir bei meinen Untersuchungen 
angedeihen lieB, auf das warmste. 


1) Weiss, Diese Zeitschr. 27. 134. 1910. 
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Uber einen neuen hamatinartigen krystallisierten Kérper. 


Von 


S. Partos. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Budapest. 
(Direktor Paul Haril.) 


(Eingegangen am 4. Februar 1920.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Gelegentlich der Untersuchungen, die im obengenannten 
Institute tiber die verschiedenen Haimatine im Gange sind, ist 
es mir gelungen, sowohl aus Blut wie auch aus Hamoglobin Kry- 
stalle in nicht allzu geringer Ausbeute zu erhalten, deren Dar- 
stellung und Eigenschaften nachfolgend beschrieben seien. Die 
Darstellung beruht auf einer Kombination der Verfahren von 
Piettre und Vila’) einerseits, Cazeneuve und Breteau?) 
andererseits. Defibriniertes Blut wird mit normalen, schwefel- 
saurem Natrium bis zu einem Gehalt von 1% versetzt und in der 
Hitze koaguliert, das Koagulum ausgepreBt, mit heiBem Wasser 
gewaschen und wiederum ausgepreBt, zerrieben und mit der dop- 
pelten Menge — als Blut vorhanden war — 92proz. Methyl- 
alkohol, der 3% Ameisensiure enthalt, in der Kalte extrahiert. 
Der filtrierte, ganz klare, dunkel rotbraune Auszug wird in einem 
Becherglas am nicht allzu heiBen Wasserbad zunichst so lange 
erhitzt, bis sich die Fliissigkeit durch Bildung kleinster, mikro- 
skopischer Krystalle triibt, und dann noch so lange, bis die Kry- 

estalle (an einem herausgenommenen Tropfen unter dem Mikroskop 
geprift) an GréBe nicht mehr zunehmen. Dies ist in der Regel 
nach !/,—1 Stunde lang der Fall. Dann laBt man 12 Stunden lang 


1) M. Piettre et Vila, Le hematine cristallisé. Compt. rend. de 
Acad. des Sc. 141, 1041. 1906. 

2) P. Cazeneuve et B. Breteau, Compt. rend. de l’Acad. des Se. 
128, 678. 1899. 
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in der Kalte stehen, nach welcher Zeit sich die Krystalle am Boden 
des Becherglases in Form eines feinen, schwarzen Pulvers ange- 
sammelt haben. Der gréBte Teil der dariiberstehenden kaum ge- 
farbten Flissigkeit wird durch Dekantieren entfernt, der Rest 
mitsamt dem aufgeschwemmten Pulver filtriert, mit Alkohol 
und Ather gewaschen und getrocknet. 

Alles dies geht ganz glatt vonstatten, vorausgesetzt, daB die 
Koagulation des Blutes eine vollkommene gewesen ist. War dies 
nicht der Fall, so erhailt man mit dem saurehaltigen Alkohol einen 
Auszug, der einer diimneren oder dickeren Gallerte (Acid- 
albuminat ?) gleicht, wobei wohl Krystalle wie sonst sich bilden, 
jedoch durch Filtrieren nicht gesondert werden kénnen. 

Auf die Menge, GréBe der Krystalle, sowie auch ihre Zusam- 
mensetzung (s. weiter unter) bleibt es nach einer gewissen Dauer 
des Erhitzens ohne Einflu8, ob man noch weiter am Wasserbad 
laBt oder nicht. Desgleichen ist es auch nicht von Belang, ob 
das Blutkoagulum zur Entfernung der Salze mit heiBem Wasser 
bloB einmal oder wiederholt gewaschen wurde. 

Die Ausbeute betrug pro 11 Blut in 5 Versuchsreihen, in 
denen ich méglichst quantitativ vorging, 0,30—0,50 g. 

Ich versuchte auch die Versuchsbedingungen, unter denen 
die Krystalle entstehen, zu variieren, indem ich statt Methy]l- 
alkohol und Ameisensaéure: a) Methylalkohol und Oxalsaure; 
b) Methylalkohol und Essigsaure, c) Athylalkohol und Oxalsiure, 
d) Athylalkohol und Ameisenséure, verwendete. In keinen 
dieser Fille habe ich eine Bildung von Krystallen 
konstatieren kénnen. 

Jeder Versuch einer Umkrystallisierung ist bisher gescheitert ; 
aus der alkalischen Lésung der Krystalle la8t sich zwar ein Farb- 
stoff durch Zusatz von Saure in Form eines braunen voluminésen 
Niederschlages fallen. Doch ist dieser amorph und nicht mehr 
in die krystallisierte Form zu bringen. 


Physikalische Eigenschaften. 


Krystallform: Von einigen Ausnahmefillen abgesehen, wo 
die Krystalle bis zu 1 mm lange Prismen darstellten, waren sie 
in der Regel bloB bei mittelstarker VergréBerung als kurze, schlanke 
Nadeln wahrzunehmen, die teils einzeln, jede fiir sich, teils zu 
Haufchen zusammengeballt im Gesichtsfeld lagen; im letzteren 
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Falle hatte es auf den ersten Blick das Aussehen, als wenn es sich 
um grobe, amorphe Schollen handelte. Statt der Krystalle fanden 
sich zuweilen charakteristische Hantelformen vor. 

Léslichkeit: Die Krystalle waren unléslich in Wasser, 
Alkohol, Ather, Benzol, Chloroform, Petrolither, desgleichen 
in verdiinntem und konzentriertem Phenol, konzentrierter Essig- 
saure, rauchender Salzsiure und in Lésungen von kohlensaurem 
Natrium; wenig léslich in Pyridin, in heiBem, saurem Methyl- 
alkohol und in konzentriertem Ammoniak; léslich in 2—3 proz. 
Natron- und Kalilauge, in letzterer weit rascher. Diinne Schichten 
dieser Lésung sind in durchfallendem Licht olivengriin, dicke 
Schichten rot. 

Lichtabsorption der Lésung. Mit dem Spektroskop 
untersucht, ist die alkalische Lésung durch einen eigentiim- 
lichen Schatten gekennzeichnet, der in Rotgelb gelegen ist; 
das blaue Ende ist in einigermaBen konzentrierteren Lésungen 
vollstandig verdunkelt. 

Die alkalischen Lésungen wurden auch spektrophotometrisch 
untersucht, und zwar mittels des von Martens und Grin- 
baum verbesserten Kénigschen Spektrophotometers, das von 
P. Hari in seiner jiingsten Mitteilung') verwendet wurde. Um 
Wiederholung zu vermeiden, verweise ich beziiglich aller Einzel- 
heiten auf diese Mitteilung und will hier bloB erwahnen, daB als 
Lichtquelle eine sehr lichtstarke Metallfadenlampe verwendet 
und der Objektivspalt in der Regel 0,1 mm weit genommen wurde. 
(BloB bei den Ablesungen in Blau mute auf 0,3—0,4 mm er- 
weitert werden.) 

Der Okularspalt wurde, genau so, wie in Haris erwahnten 
Versuchen, so weit genommen, dai an der von Hiifner seinerzeit 
zur Untersuchung des Oxyhamoglobins vorgeschlagenen Stelle 
des Spektrums der Spektralausschnitt die von Hiifner benutzte 
Breite aufweise. 

Die verschiedenen Priaiparate wurden in 3proz. Lauge (bald 
Kali- bald Natronlauge) gelést. Die Art der Lésungsmittel 
hatte keinen Einflu8 auf das Ergebnis. Praparate Ia, Ib und V 
waren aus Pferdeblut, IIa, IIb, II] und IV aus Rinderblut be- 
reitet. 

1) P. Hari, Ist das Absorptionsverhaltnis usw. Diese Zeitschr. 95, 
266. 1919. 
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Die Lichtabsorption wurde lings des ganzen sichtbaren 
Spektrums bestimmt, ausgenommen im AuBersten Rot sowie 
in einem groBen Teil des blauen Endes des Spektrums, wo die 
Ablesungen unsicher waren. 

Um die Ablesungen quantitativ bewerten zu kénnen, wurden 
nicht die Absorptionsverhialtnisse berechnet, sondern nach Héris 
Vorgang, die von ihm sog. spezifischen Extinktionskoéffi- 
zienten, d. h. die auf 0,1% Konzentration der Farbstofflésung 
umgerechneten Extinktionskoeffizienten. (Tabelle I.) 


Tabelle I. 
Spezifische Extinktionskoéffizienten. 
(Nr. V aus Pferdeblut, die pon ae aus Binderbiat) 





























V VI VIL |vitl| Ix x XI XV XVIIXVII 
; BS) See Sere eee: 
Spektrat | 22122) 22 ee] 22122] 22] Zee] gee | gee] E 
ausschnitt | Se |§a| 8a |§2) §o |g! 8-|8n/85 | 8s] 2% 
£2 es) ¢2|es| 28 l28) s5| es/ 28 | es] = 
Me aS |#s/ 8S/83| 23/83/85] as/es| es] S 

=) | hd td td bd | = i 

Ee 9 l i ae 
677,7—660,3] 1,28!1,32| 1,19/1,22/ — Re eae: 
665,8—649,0] 1,77) 1,77} 1:70| 1.85 | =i Sj — | — re ’ 
653,9—638,3] 2,53) — | 2,08, — | —|—}| — | Eo ¥ ’ 
642,7—628,1 3,86 | 3,90] 3,66 3,62) 3,93}3,91) | — — | ‘ 
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6325-0185) 600) — | — |— | 490)-—-| — | — | — | = 
622.7—609.2| 5.99 6,02| 5.6616.601 6,92)5,99) — | — | — | — 
613.2—600,7| 6,6316.62| 6,30/6,30) 6.591666) — | — | — | 

604.4—592.4| 6,87/6,88| 6,53 6,46 6,90/6,89) 
595,9—584,6| 6,92 6,97) 6,61/6,60| 6,83/7,04| 7 
588.3—577.5] 6.9816 98) 6,48'6.64, 6.83 7,00) 7,11} — oe 
580,4—570,5] 6,89 6,97| 6,58/6,55) 6,87|6,86| 7105, — | — | — 
573,5—563,5] 6,77/6,69| 6.29/6,64| 6,75/6,68| 702; — | — | — 
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565,6—556,1] 6,54/6,58| 6,27/6,36| 6,5516,65| 6,66) 6,64] —- | 6,52] 6, 
559,6—551,0} 6,2 56, 36| 6,03/6,33| 6,42/6,54 — | — | — x 
553,5—544,8] 6,04/6,13| 5,846.15) 6.101607; — | — — | 6, 
547,3—539,0] 5,99/6,00| 5,71/5.90| 6.04 6,05) 6,00 - ’ 
541,4—533,7 6,09|6,06 5,72|5,78) 6,00/6,08) 6,05) 6,18 6,10] 6, 
535,9—528,4] 6,32/6,20| 5,95/5,79| 6,20/6,35; — | — | — | — | 6,14 
530,7—523,3| 6,57|6,58| 6,24'6,02! 6,47/6,72) — | — | — | — | 6,43 
525,5—518,2| 7,32/7,30] — | —| — a Soul Moat: Hees Hone ol 
520,0—513,6] 7,68|7,00| 6,94 7,20) 7,35]7,38| — | — — | — | 7,26 
515,6—508.9 8,30] — | 8,30} --| — |—/| — | — | — | — | 830 
511,1—504,6] 8,72/8,34| 8,00'8,40) 8,50] — | 840) — | — | — | 841 
506,4—500,4) 9,35} -| — |—| — |—]| — | — | 9,30] 9,10] 9:25 
501,3—496,2 9,86} — | 9,90 cp he —{— | — | 9,60} 9,58] 9,74 
498,1—492,2] 10,49} — |10,40, — |10,60} — | — /10,50}10,50 10,08 10,43 
494,0—488,3) — |—| — |— | — | —/| — |10,69/10,90) 10,80 
490,1—484,6) — |— | — | —/| —}—|—|]—!|-—{-]| — 
486,3—481,1] — |— | — | —| — |—| — |11,89]12,22} — [12,06 
479,1—474,2) — | —| — |—]| — 12,08/13,41|13,54) — | 13,01 
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Um den Verlauf der Lichtabsorption anschaulicher zu machen, 
habe ich die spezifischen Extinktionskoeffizienten als Ordinaten 
in ein Koordinatensystem eingetragen, die Wellenlingen (die 
jeweils die Mitte des betreffenden Spektralbereiches angeben) 
als Abszissen (Abb. 1.) 

Aus der Abbildung ist sofort zu entnehmen, daB: 

1. der oben erwihnte Schatten durch einen breiten Absorp- 
tionsbereich verursacht wird, der von Rot bis iiber Griingelb 
hiniiberreicht ; 

2. daB die Absorption weiterhin deutlich abnimmt, um dann 
blauwarts sehr bedeutend zuzunehmen. Diese letztere Zunahme 
konnte bloB eine 
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Sucht man aus Abb. 1. 
Tab. I die Stelle der 
maximalen Absorption in Rot bis Gelbgriin festzustellen, so ergeben 
sich daraus groBe Schwierigkeiten, daB der Absorptionsstreifen 
sehr breit ist und die Kurve an dieser Stelle eine sehr flache, 
kaum mehr gerundete Kuppe trigt. Das Maximum habe ich ge- 
funden an den am eingehendsten untersuchten Praparaten V—X: 
Nr. V zwischen 595,9—577,5 d. i. bei 586,7 uu 
» VI »  595,9—570,5 d. i. bei 583,2 pee 
oe VE a 595,9—570,5 d. i. bei 583,2 uz 
Pm 25 i? 588,3—563,5 d. i. bei 575,9 uu 
» & »  604,4—570,5 d. i. bei 587,4 uu 
<a be 595,9—577,5 d. i. bei 586,7 uu 
im Mittelwert 585,4 uu 
Bei dieser Berechnung habe ich Priparat Nr. VIII auBer 
Rechnung gelassen, da der betreffende Wert ganz aus der Reihe 
springt. Um die Stelle der gréBten Absorption woméglich noch 
genauer zu ermitteln, habe ich an Praparaten IX und X die al- 
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kalischen Lésungen, nachdem sie bereits eine Zeitlang gestanden 
hatten, in noch weit kleineren Intervallen als sonst untersucht. 
Wie aus Tabelle II ersichtlich, ist mir eine engere Begrenzung 
des Maximums dadurch nicht gelungen. 


Tabelle II. 
Spezifische Extinktionskoeffizienten. 





Spektralausschnitt IX 








X 
uu 
604,4—592,4 6,76 | 6,89 
600,2—588,7 | iB ft: (688 
598,5—586,9 a, a ee 
596,8—585,4 683 | 6,93 
595,9—584,7 6,87 6,99 
595,1—583,9 6,86 6,97 : 
593,5—882,4 6,85 | 6,98 : 
592,0—580,8 6,68 | 6,98 ® 
590,5—579,6 6,87 | “to3 z 
589,0—578,2 6,87 | 7,00 4 
588,3—577,5 6,84 | 7,00 q 
587,4—576,8 6,86 §,95 i 
585,7—575,4 6,79 6,93 : 
585,7—574,0 6,79 | 6,91 
580,4—570,5 6,76 | 6,86 
577,0—567,0 | 668 | 6,93 
573,5—563,5 | 6,60 6,68 


Annihernd genau an den beiden von Hiifner zur Unter- 
suchung des Blutfarbstoffes und seiner Derivate vorgeschlagenen 
Spektralstellen (genau an den Stellen, an denen auch H ari diese 
Bestimmungen ausgefiihrt hatte), d. i. bei 541,4—533,7 wu und 








565,6—556,1 uu, habe ich auch das Absorptionsverhaltnis 
berechnet. In nachfolgender Zusammenstellung sind die betref- ' 
fenden Versuche nach aufsteigender Konzentration der unter- 4 
suchten Lésungen geordnet. Die erhaltenen Werte betrugen: 4 
wy, | Konzentration | Bei 541,9 —533,7 | Bei 565,6—556,1| ’ 
ee % (a) ae (b) we EK. 
IX | 00000902 | 0,0001664 0,000 1521 | 0,914 f 
Ib 102 1625 1548 0,953 ‘ 
m2 117 1711 1603 0,937 : 
Bef 1324 1669 1583 0,948 S 
X 1329 | 1643 1503 0,915 ; 
Iib 147 1636 1511 0,924 
V 1518 1639 1529 | 0,932 
Vill 1548 | 1724 1580 | 0,916 
VI 1612 1648 1519 | 0,921 
vin | 1612 | 1749 1594 =| (0,912 
| 1711__| 1663 1465 _|_(0,901 
Mittelwerte : 0,000 1663 | 0,000 1541 | 
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Nach Hiifner ist es zur Beurteilung der Reinheit einer Lé- 
sung des Blutfarbstoffes oder seiner Derivate sehr wichtig; den 
Quotienten der Absorptionsverhiltnisse an den beiden genannten 
Spektralstellen, und zwar den Wert Aggs¢-sse1 : Ass1,4—598,7 
festzustellen. Hierfiir stehen mir, auBer den Quotienten aus den 
oben angefiihrten Absorptionsverhialtnissen noch zwei zur Ver- 
fiigung. Es war naimlich an den Praparaten III und IV die Kon- 
zentration nicht bekannt, daher konnten die Absorptionsver- 
haltnisse nicht bestimmt werden, der Wert der Quotienten ist 
aber ermittelbar aus den Extinktionskoeffizienten, wobei natiirlich 
der gesuchte Quotient gleich ist: E541.4-593,7 : Eses,6-556,1 - 

bei 541,4—533,7 bei 565,6—556,5 daher der Quotient 
Rinderblut IIT: 0,594 0,628 0,946 
Rinderblut IV: 0,826 0,880 0,939 

Rechnet man diese beiden Quotienten zu den obigen, aus den 
Absorptionsverhaltnissen berechneten, hinzu und ermittelt so 
den Mittelwert, so ergibt sich ein Wert von 0,928. 

Ich habe auch Versuche dariiber angestellt, ob aus dem spek- 
trophotometrischen Verhalten der alkalischen Lésungen wahrend 
des Aufbewahrens auf irgendeine Verainderung des Farbstoffs 
zu folgern sei. Wie aus Tabelle III hervorgeht, findet eine solche 
Verinderung nicht statt. (Das abweichende Verhalten der Lésung 
IIb kann ich nicht begriinden.) 


Tabelle III. 
a) = bei 541,4—533,7 uu, b) = bei 565,6—556,1 we. 














Unter- || In den | __ _Spezifische Extinktionskoeffizienten festgestellt. = 
suchte | Spektral-} co otort | Innerhalb | Innerhalb | Innerhalb —— Nach 
Lésung | bezirken | 24 Std. |8 x 24Std. | 5 x 24 Std.| 9 x 24 Std. | 2 Monaten 
up| 2 | &12 | 598 | — | 602 | 6,18 
| b) 6,62 6,33 | — | 626 | _ | 6,24 
Tal ® 5,99 5.83 | 5,90 | 
a} » | 630 | 62 | 626 | — | — 
VI i a) 6,10 6,30 7 | | — 
} b) 6,60 6,80 = | = — 
IX | a) 6,00 saa | 626 | 619 | —_ 
mer cat. 6,55 — | 6,55 | 6,57 _ _— 
XV | a) 6,18 6,18 616 | 610 | 6,19 | 
; b) 6,64 | 6,64 6,60 | 660 | 6,67 - 








Chemische Eigenschaften. 


Eisengehalt: Bei den relativ sehr geringen Mengen, die 
mir von den Krystallen zur Verfiigung standen, muBte ich von 
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einer Bestimmung von (, H und N vorlaufig absehen und mich 
auf die zur Identifizierung des K6rpers besonders wichtigen 
Eisenbestimmung beschranken. Diese wurde mittels des Auten - 
rieth - Kénigsbergerschen’) Colorimeters vorgenommen. Als 
Testflissigkeit habe ich eine atherische Lésung von Rhodan- 
eisen verwendet, diese in den Keil eingegossen und denselben 
mittels entsprechend verdiinnter, genauest bereiteter Lésung 
von Ammoniumeisenalaun, die mit Rhodankalium versetzt und 
mit Ather extrahiert wurde, kalibriert. 

Trotz aller darauf verwendeter Sorgfalt, gelang es mir nicht, 
auf diese Weise linger als 3 Wochen haltbare Testfliissigkeiten 
zu erhalten; nach dieser Zeit zeigten die anfangs rein blaulich- 
roten Lésungen einen Stich ins Gelbe und erwiesen sich als un- 
brauchbar. Nach einer Reihe aus diesem Grunde miflungener 
Bestimmungen bin ich dann so vorgegangen, daB ich die Eisen- 
bestimmung an den zu verschiedenen Zeitpunkten erhaltenen 
Praparaten gruppenweise, mit einer frisch bereiteten und genau 
kontrollierten Testfliissigkeit vornahm. Zu den Bestimmungen 
wurden jeweils 0,05—0,08 g der im Vakuumtrockenschrank 
bei 60—70° getrockneten Krystalle in einen kleinen Platintiegel 
verascht, nach dem Vorgang von W. Autenrieth und Funk?) 
mit saurem, schwefelsauren Kalium aufgeschlossen, die Schmelze 
in eisenfreier verdiinnter Salzsiure gelést, auf ein bestimmtes 
Volumen aufgegossen und von dieser Lésung 1—2 ccm aus einer 
calibrierten Pipette zur Eisenbestimmung verwendet. Die Er- 
gebnisse dieser Bestimmungen waren die folgenden: 


Praiparat Nr. Eisengehalt % 


Vv 8,00 

VI 7,64 Bestimmungen erfolgten am 15.—18. X. 
Vil 7,41 1919. Der Vergleichskeil wurde angefer- 
VII 7,54 tigt am 13. X.; kontrolliert am 20. X. 
Ix 7,60 1919. 

xX 7,52 

XI 7,52 Bestimmungen erfolgten am 20. XI. 1919. 
XII 7,70 Der Vergleichskeil wurde angefertigt am 
XIII 7,70 19. XT. 1919. 

XIV 7,88 


Mittelwert 7,65 


1) Autenrieth-Kénigsberger, Zeitschr. f. anal. Chem. 1913, S. 137. 
2) Autenrieth und Funk, Miinch. med. Wochenschr. 59, S. 765 u.766. 
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Umwandlung in Himin. Eine minimale Menge der 
Krystalle wurde unter dem Deckglas mit einer Spur Kochsalz 
und konz. Essigsiure kurze Zeit erhitzt; worauf nach dem Erkal- 
ten an Stelle der schmalen, kurzen Nadeln meines Kérpers, die 
braunen, weit breiteren, typischen Teichmannschen Krystalle 
getreten waren. 

Reduktion zu Himochromogen. Wird die ammoniaka- 
liche Lésung unter Luftabschlu8 mit wenig festen Natrium- 
hyposulfit versetzt, so geht die olivengriine Farbe, sofort nach 
dem Umschiitteln in eine bliulich-rote iiber; das Spektrum der 
Lésung zeigt zwei auBerst charakteristische Streifen in Gelb- 
grin resp. Griin. Es sind dies die bekannten Absorptionsstreifen 
des Hiamochromogens. Es wird also die von mir kry- 
stallisiert erhaltene Verbindung in ammoniakalicher 
Lésung bei Ausschlu8 von Sauerstoff zu Himochro- 
mogen reduziert. 

Die Lésung ist sehr wenig haltbar; bei Zutritt von Luft 
erfolgt sehr bald die Riickverwandlung in die frithere olivengriine 
Flissigkeit. LaBt man sie ohne Luftzutritt stehen, so entsteht, 
falls vorher die zur vollstandigen Reduktion notwendige Menge 
von Hyposulfit hinzugefiigt worden war, nach 10—20 Min. langem 
Stehen eine Triibung, nach 5—6 Stunden ein schén braunroter 
Niederschlag, wie dies beziiglich einer alkoholischen Himatin- 
losung bereits von Cazeneuve'!) beschrieben wurde. 

Beim Versuche, diesen Niederschlag durch Zentrifugieren 
zu isolieren und von der Mutterlauge rein zu waschen, andert sich 
seine Farbe zusehends; sie geht, offenbar durch Reoxydation, 
wieder in das urspriingliche Schwarz iiber. 

Beim Versuche, die Lésung der Krystalle in Kali- oder 
Natronlauge in ahnlicher Weise mittels Natriumhyposulfits 
zu reduzieren, sieht man die olivengriine Flissigkeit ebenfalls 
intensiv rot sich farben; doch erscheinen im Spektrum diesmal 
nicht wie oben die zwei charakteristischen Streifen des Hamo- 
chromogens; man sieht bloB einen wenig intensiven Absorp- 
tionsstreifen an der Grenze von Rot und Gelb. Wurde aber die 
Lésung in Lauge auch mit Ammoniak versetzt und so reduziert, 
so erscheinen, wie in der rein ammoniakalischen Lésung, die beiden 


1) P. Cazeneuve, Compt. rend. 84, 8. 452. 
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dunklen Streifen des Hamochromogens. Dasselbe wurde bereits 
von Bertin-Sans und Moitessier') vom Hiamatin be- 
schrieben. 

Chemische Natur der Krystalle. Vieles spricht dafiir, 
daB wir es mit einer Art Hamatin zu tun haben. So z. B.: 

1. Die Bildungsweise, da ja der Siure eine wesentliche Rolle 
zukommt. 

2. Der hohe Eisengehalt, indem es durch Abspaltung des 
eisenfreien Teiles des Hamoglobinmolekils in dem restierenden 
Anteil zu einer Anreicherung an Eisen kommt. 

3. Die Leichtigkeit, mit der sich typische Himinkrystalle 
erhalten lassen. 

4. Der Umstand, da8 man durch Reduktion der ammoniakali- 
schen Lésung Hamochromogen enthilt. 

Doch widersprechen dieser Annahme auch eine Anzahl von 
Momente, wie z. B.: 

1. Himatin ist in konzentrierter Essigsiure, Phenol, rau- 
chender Salzsiure und in verdiinnten Lésungen von kohlen- 
saurem-Natrium léslich. 

2. Der Eisengehalt wird zu 8,9% gefunden, also weit héher, 
als ich oben gefunden habe. 

3. Das Maximum der Lichtabsorption einer Lésung von Ha- 
matin wurde von verschiedenen Autoren an_verschiedensten 
Stellen angegeben, die durchaus nicht mit dem iibereinstimmen, 
was ich oben ausfihrlich erértert habe. So hat E. Ziemke und 
Fr. Miller?) Maxima bei 611—582 uu; Lewin, Miethe und 
Stenger®) bei 616, 558, 554 uu; gefunden. 

Dementsprechend ist auch der Quotient der Absorptions- 
verhialtnisse, der fiir das Himatin an den von mir untersuchten 
beiden Spektralstellen von Birker*) gefunden wurde, anders, 
namlich 1,09, also gréBer als der von mir gefundene. 

Doch stimmen die von mir dargestellten Krystalle in ihren 
Kigenschaften auch mit denen von Piettre und Vila‘), denen 

1) H. Bertin-Sanset J. Moitessier, Compt. rend. 116, 8S. 401—403. 

2) Arch. f. Anat. u. Physiol. 1901. Suppl. 177. 

3) Arch. f. d. ges. Physiol. 118, 80. 1907. 

4) Biirker, Tiegerstedts Handbuch der physiologischen Methodik 


2, Abth. 1. 
5) Compt. rend. de I’Acad. des Sc. 141. 1906. 
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sie vermége ihres Entstehungsart am nachsten stehen, nicht iiber- 
ein. So wird der Eisengehalt der Krystalle von Piettre und Vila 
mit 9,3% angegeben. Desgleichen besteht ein bedeutender Unter- 
schied gegentiber der Lichtabsorption der Piettre und Vila - 
schen Kristalle, indem dieser Autor Maxima bei 606, 534 und 
494 uu gefunden hat. — 

Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des 
Prof. Paul Hari ausgefiihrt. 











Die Zerstérung von Lab und Pepsin durch Alkali. 


Von 
L. Michaelis und M. Rothstein. 
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Urban in Berlin.) 


(Hingegangen am 2. Februar 1920.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Es ist heute allgemein bekannt, daB die Wirksamkeit aller 
Fermente von der h) abhingig ist. Hieriiber liegen jetzt schon 
sehr zahreiche quantitative Untersuchungen vor. Die Fermente 
reagieren aber auf die / noch in einer anderen Weise. Sie werden 
namlich in Lésungen von etwas héherer Alkalitit oder Aciditat 
in irreversibler Weise zerstért. In manchen Fillen liegt die h 
des Wirkungsoptimums von derjenigen h, bei der die Fermente 
échnell irreversibel zerstért zu werden beginnen, ziemlich weit 
entfernt, in anderen Fallen liegen beide niher beieinander. So z. B. 
liegt das Wirkungsoptimum der Invertase bei py = 4,5; die 
Invertase selbst ist aber bis zu py = ca. 7 bis 8 lange Zeit sehr 
gut haltbar, d. h. eine Invertaselésung, deren Wirksamkeit bei 
Pa = 4,5 gemessen wurde und dann auf py = 7 gebracht wird, 
wo sie viel weniger wirksam ist, zeigt, wenn sie nunmehr wieder 
auf py = 4,5 gebracht wird, die urspriingliche volle Wirksamkeit. 
Wird sie aber auf py = 9 bis 10 gebracht, so wird sie schnell 
irreversibel zerstért. Bei Uberschreitung der sauren Reaktion 
liegt die Schwelle der zerstérenden h der optimal wirkenden h 
viel naher. So zeigten Michaelis und Davidsohn?), daB schon 
bei py = 3 bei 25° eine ziemlich schnelle Zerstérung der Inver- 
tase eintritt. Genaue Untersuchungen iiber die Zerstérung der 


1) h bedeutet Konzentration der H-Ionen; oh Konzentration der 
OH’-Tonen. 
2) Diese Zeitschr. 39, 386. 1911. 
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Invertase bei verschiedenem pg haben Euler und Laurin?) 
angestellt. Sie zeigten, daB das von Sérensen sowie von 
Michaelis und Davidsohn bestimmte Wirkungsoptimum auch 
gleichzeitig das Optimum der Haltbarkeit darstellt. E. und L. 
beobachteten auch, daB der Gang der Zerstérung nicht streng 
der einer monomolekularen Reaktion ist. Das Trypsin ist noch 
in ziemlich weiter Entfernung von seinem Reaktionsoptimum 
ganz gut haltbar. Quantitative Untersuchungen dariiber sind 
noch nicht angestellt. Besonders labil ist nach Untersuchungen 
von Michaelis und Rona?) die Maltase. Sie ist nur in ganz 
engem Bereich um ihr Wirkungsoptimum haltbar und wird dicht 
oberhalb und unterhalb desselben schnell zerstért. Ein naheres 
Studium dieser Verhaltnisse schien uns von Wichtigkeit, weil 
uns hierdurch ein gewisser Einblick in die Natur der Fermente 
gewahrt wird. 

Wenn wir uns eine Vorstellung machen wollen, auf welche 
Weise diese Zerstérung zustande kommt, so wird uns durch 
analoge Verhiltnisse bei einfacheren chemischen Kérpern der 
Weg gewiesen. Ein lehrreiches Beispiel ist folgendes: Glucose 
wird durch alkalische Reaktion verandert, zunachst unter Bildung 
von anderen stereoisomeren Zuckern, wie Lobry de Bruyn?) 
nachwies. Michaelis und Rona‘) zeigten nun, da8 die An- 
fangsgeschwindigkeit, mit der Glucose bei gegebener Konzen- 
tration verschwindet, genau proportional der Konzentration der 
OH’ ist. Nun ist aber Glucose bekanntlich eine schwache Saure, 
deren Dissoziationskonstante Michaelis und Rona zu 6,6- 10-* 
bestimmten. Die Konzentration der Glucoseionen muB8 nun, 
solange sie der Gesamtmenge der Glucose gegeniiber sehr klein ist, 
der h umgekehrt, also der oA direkt proportional sein. Wenn wir 
nun annehmen, daB die Glucoseionen sich spontan umwandeln, 
so ist damit die Wirkung der of erklart. Fir die Glucoseionen 
lieB sich nun auch in der Tat eine Ursache ihrer spontanen Labili- 
tat finden. Man muB niimlich annehmen, da8 die Ionen der 


1) H. v. Euler und J. Laurin, Zeitschr. f physiol. Chem. 108, 64. 
1919. 

2) L. Michaelis und P. Rona, Diese Zeitschr. 57, 70. 1913. 

3) Lobry de Bruyn, Recueil de travaux chim. des Pays-Bas 14, 
156 u. 203; 16, 262. 

4) L. Michaelis und P. Rona, Diese Zeitschr. 47, 447. 1912. 
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Glucose weder die Aldehydkonstitution noch die Tollenssche 
Konstitution haben, sondern die Wohl-Neubergsche Enol- 
konstitution; denn ein Enol hat von diesen drei Konfigurationen 
zweifellos am meisten einen sauren Charakter. Nun ist aber das 
Enol der Glucose, Mannose und Fructose identisch. Da nun das 
chemische Gleichgewicht zwischen Glucose und ihren Ionen ein 
dynamisches ist und sich fortwihrend Glucose zu Glucoseionen 
bildet und Glucoseionen zu Glucose zuriickbilden, so ist kein 
Grund einzusehen, warum bei dieser Riickbildung immer nur 
Glucose entstehen sollte. Es entstehen vielmehr alle diejenigen 
Zuckerarten, die eine gemeinschaftliche Enolform haben. So 
bildet sich also die Glucose auf ihrem Wege iiber enolartig kon- 
stituierte Ionen allmahlich bis zur Erreichung einer Gleichge- 
wichtslage in andere Zucker um. 

So durchsichtig liegen nun die Verhaltnisse bei den Fermenten 
nicht. Wir sind aber wohl berechtigt, uns den Vorgang analog 
vorzustellen. Z. B. wirde der Zerfall der Invertase durch einen 
Uberschu8 von Saure auf folgende Weise erklirbar sein. Inver- 
tase ist ein Ampholyt. Im Reaktionsoptimum ist sie als undisso- 
ziierter Ampholyt vorhanden. Durch SaureiiberschuB wird sie 
zum Kation. Dieses Kation verwandelt sich spontan irreversibel 
in einen nicht mehr fermentartig wirkenden Kérper um, weil mit 
der Ionenbildung gleichzeitig erst eine Umlagerung eintritt. 
Worin diese Umlagerung besteht, ist vorlaufig nicht zu entschei- 
den. Man kénnte an tautomere Umlagerungen denken, wie sie 
bei organischen Farbstoffen so haufig vorkommen, wo z. B. das 
Phenolphthalein eine lactoide, sein lon aber eine chinoide Form 
hat. Es muB aber bei der Zerstérung der Invertase weiter hin- 
zukommen, daB eine dieser beiden Formen spontan irreversibel 
zerfallt. Diese irreversible Verinderung kénnte z. B. eine hydro- 
lytische Spaltung oder eine Ausflockung sein. Das letztere scheint 
fiir die Fermente eine recht annehmbare Deutung zu sein. 

Um einen Einblick in diese Verhialtnisse zu bekommen, ist 
es zunichst notwendig, experimentelles, quantitativ verwertbares 
Tatsachenmaterial zu schaffen. Es erschien uns deshalb lohnend, 
die Zerstérung eines Ferments durch Alkali quantitativ zu ver- 
folgen. 

Quantitative Untersuchungen itiber die Zerstérung von Fer- 
menten, Toxinen u. dgl. liegen bisher mehrere vor, bei denen 
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das zerstérende Agens Warme, Licht, Réntgenstrahlen, radio- 
aktive Strahlen usw. war. Die Zerstérung durch H’ und OH’ 
wurde quantitativ bisher nur von Euler und Laurin (I. c) 
an der Invertase verfolgt. Unter den zahlreichen Versuchen von 
Madsen und Walbum!) iiber die Zerstérung des Labs finden 
sich auch einige tber die Zerstérung desselben durch NaOH vor; 
sie sind aber nur zum Teil fiir uns verwertbar, da die Angaben 
iiber die Alkalitat der Lésungen noch nicht durch Messung der oh 
bestimmt sind. Ihre Folgerung, daB die Geschwindigkeit der 
Zerstérung des Labs der dritten Wurzel aus der jeweiligen Kon- 
zentration der Labmenge bei gegebener Alkalitét proportional 
sei, ist daher heute nicht mehr ohne weiteres verwertbar, da diese 
gegebene Alkalitét nicht durch oh, sondern durch die hinzuge- 
fiigten Kubikzentimeter Lauge ausgedriickt wird. Die endgiiltige 
oh ist aber in einer Fermentlésung, welche doch als Puffer zu be- 
trachten ist, der zugegebenen Laugenmenge nicht einfach pro- 
portional. Dagegen ist es interessant, daB Madsen und Wal- 
bum den Reaktionsverlauf bei ihrem Labpraparat (Kiilberlab) 
monomolekular fanden, was fiir unser Praparat (Pepsin aus 
Schweinemagen), wie wir sehen werden, nicht zutrifft. Wir haben 
nunmehr unter Anwendung der elektrometrischen Messung die 
Zerstérung von Lab und Pepsin durch die oh zum Gegenstand 
unserer Untersuchungen gemacht. 


I. Methode der Labbestimmung. 


Die Bestimmung von Lab und Pepsin geschah nach einer 
Methode, welche der eine yon uns im Prinzip schon*) ver6ffentlicht 
hat. Da es sich aber an jener Stelle nur um die Bediirfnisse der 
Klinik handelte und wir jetzt viel héhere Anspriiche an Genauig- 
keit zu stellen haben, soll die Methode mit Riicksicht hierauf 
noch einmal genau beschrieben werden. Sowohl die Methode fir 
Pepsin wie fiir Lab beruht darauf, daB man durch Reihenversuche 
diejenige Verdiinnung der zu untersuchenden Fermentlésung fest- 
stellt, welche in gleichen Zeiten die gleiche Wirkung zeigt wie 
eine bestimmte, stets reproduzierbare Einheitsfermentlésung. 


1) Recherches sur |’affaiblissement de la présure. Festschrift fiir Ham- 
marsten X, Upsala 1906; ferner Arrhenius, Immunochemie §. 57. 
2) L. Michaelis, Dtsch. med. Wochenschr. 1918, Nr. 25. 
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1. Das Kontroliferment. 


Die Kontrollfermentlésung wurde auf folgende Weise her- 
gestellt. Irgendein gutes, von friiher her aufbewahrtes, festes 
Pepsinpraparat, welches nicht wie das iibliche Pepsinpriparat 
der Apotheke mit Zucker vermischt ist, wurde mit der zehn- 
fachen Menge 10proz. Kochsalzlésung etwa eine Woche im 
Zimmer stehengelassen, filtriert und mit der gleichen Menge 
Glycerin versetzt, im Eisschrank aufbewahrt. Eine solche Lésung 
ist, wie schon Morgenroth}) beschrieben hat, so gut wie unbe- 
grenzt haltbar. Dieser fand nach 11/, Jahren noch keine Ab- 
nahme des Fermentgehaltes. Wir kénnen iiber die Haltbarkeit 
auf sehr lange Zeitraume noch keine bestimmten Angaben machen, 
kénnen jedoch aussagen, daB es sich wahrend der Zeit, iiber die 
sich unsere Versuche erstrecken, nicht geiindert hat. Den strengen 
Beweis dafiir konnte man nur dadurch erbringen, daB der Ferment- 
gehalt, gepriift an einer gut reproduzierbaren Durchschnitts- 
milch, sich tiber Monate und Jahre nicht aindert. In dieser strengen 
Weise kénnen wir den Beweis allerdings nicht erbringen, denn es 
ist uns in jetziger Zeit nicht méglich gewesen, an verschiedenen 
Tagen Milch zu erhalten, welche selbst bei einem stets gleich be- 
messenen Uberschu8 von CaCl, immer die gleiche Gerinnbarkeit 
gezeigt hatte. Aber die Gerinnungszeit verschiedener Milch- 
proben, unter dem Einflu8 einer ganz bestimmten Verdiinnung 
dieser Fermentstammlésung, schwankte doch iiber viele Monate 
um einen Mittelwert, ohne einen Gang zu zeigen. Wir kénnen 
daraus schlieBen, daB in etwa 4 Monaten jedenfalls keine merk- 
liche Abnahme des Fermentgehalts eingetreten sein kann. Da 
wir iiberdies diejenigen Versuche, bei denen es wiinschenswert 
erscheinen konnte, die an verschiedenen Tagen erhaltenen Fer- 
mentbestimmungen untereinander zu vergleichen, auf einen 
Monat zusammendringen konnten, so kénnen wir fiir diese Zeit 
mit Bestimmtheit aussagen, daB keine Anderung der Standard- 
fermentlésung eingetreten ist, welche groB genug ware, um einen 
EinfluB auf unsere Resultate auszuiiben. 

Von dieser Standardfermentlésung wurde nun jeden Tag 
eine frische Verdiinnung angesetzt. Die Abmessung der Glycerin- 
lésung erforderte besondere Sorgfalt. Es wurde mit einer Pipette 


1) J. Morgenroth, Centralbl. f. Bakteriol. u. Parasitenk. 26, 354. 
1899. 
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von stets gleicher Form — 1 ccm, in 4/19) geteilt, auf Ausblasen 
geeicht — die Glycerinlésung zunichst so genau wie méglich 


bis zu einer bestimmten Hohe, nimlich 0,3 cem, aufgesaugt, genau 
bis zum Inhalt von 0,25 cem wieder abgetropft und die auBen an- 
haftende Glycerinlésung abgetupft. Der iibrigbleibende Inhalt 
von 0,25 cem wurde nun in einen Kolben mit 25 cem destilliertem 
Wasser entleert und durch wiederholtes Aufsaugen und Ausblasen 
vollstaindig ausgewaschen. Obwohl die Volumabmessung bei diesem 
Verfahren nicht mehr genau dem auf Ausblasen geeichten Inhalte 
der Pipette entspricht, so wurde sie doch jedenfalls stets in genau 
der gleichen Weise vorgenommen. Die viscése Beschaffenheit der 
Glycerinlésung macht diese Form der Abmessung erforderlich. 

Diese hundertfache Verdiinnung der Standardlésung, ge- 
nannt die Pepsinkontrolle, stellt die fiir die spater zu beschreibende 
Pepsinmessung angewandte Vergleichslésung dar. Eine hundert- 
fache Verdiinnung dieser Pepsinkontrolle mit destilliertem Wasser 
stellt die Vergleichslésung fiir die Labbestimmung dar. 

Uber die Reproduzierbarkeit dieser Vergleichslésung geben 
folgende Versuche Auskunft. Mehrere unmittelbar nacheinander 
aus der Glycerinlésung hergestellte Verdiinnungen zeigten bei 
einer Gesamtgerinnungszeit von etwa 5—8 Minuten Unter- 
schiede der Gerinnungszeiten bis zu héchstens 15 Sekunden. 
Die Haltbarkeit der Verdiinnung ist so groB, daB eine 5 Stunden 
alte, bei Zimmertemperatur aufbewahrte und eine frisch herge- 
stellte Kontrollésung keine gréBeren Abweichungen in der Ge- 
rinnungszeit zeigten als die eben genannten; dagegen zeigten sich 
solche nach eintigigem Aufbewahren der Verdiinnung. 

Die immerhin verhaltnismaBig gute Haltbarkeit des Fer- 
ments in destilliertem Wasser beruht auf dem stets vorhandenen 
CO,-Gehalt desselben. Wir werden namlich zeigen, daB es bei 
der A des theoretisch reinen Wassers durchaus nicht mehr auf 
lange Zeit haltbar ist. Es wire daher nicht angebracht, als Ver- 
diinnungsfliissigkeit ein besonders reines Wasser, etwa ausge- 
kochtes oder Leitfaihigkeitswasser, zu benutzen. In abgestandenem 
Leitungswasser ist die Haltbarkeit noch erheblich schlechter, 
wie sich aus seiner h leicht erklaren laBt. 

Die Abmessung der Glycerinlésung ist zwar immer zur Zu- 
friedenheit gelungen; jedoch versuchten wir, ob man nicht statt 
der zihen Glycerinlésung eine mit HCl leicht angesiuerte Pepsin- 


Biochemische Zeitschrift Band 105. 5 
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lésung als Standardlésung anwenden kénnte. Wir stellten eine 
solche von einer h = 3,16-10-% her. Diese wies nach 7 wéchiger 
Aufbewahrung im Eisschrank noch keine sicher auBerhalb der 
Fehlergrenzen reichend2 Abnahme des Fermentgehaltes auf. 
Vielleicht ware auch eine solche Lésung als Standardkontroll- 
ferment brauchbar. Nach Monaten verschimmelt sie jedoch. 


2. Die Vorbereitung der zu untersuchenden Fermentlésung. 


Das Prinzip der Labbestimmung besteht darin, daB man ° 


diejenige Verdiinnung der zu untersuchenden Fermentlésung auf- 
sucht, welche ein gleiches Volumen Milch in derselben Zeit zur 
Gerinnung bringt wie die Kontroll-Lablésung. Da nun die Ge- 
rinnungszeit auBerordentlich von der A abhangt, so entsteht die 
Frage, ob es nétig ist, die Fermentlésungen, welche ja die ganz 
verschiedensten Aciditéten haben kénnen — von wiisserigen 
Fermentlésungen bis zu den stark sauren Magenséften —, vorher 
zu neutralisieren. In der Tat verlangen einige Autoren fiir die 
Labbestimmung im Magensaft eine vorherige sorgfaltige Neutra- 
lisierung. Wir kénnen diese Frage mit Bestimmtheit dahin be- 
antworten, daB die Neutralisierung nicht nur unndétig, sondern 
sogar fehlerhaft ist. 

Unnétig ist sie aus folgendem Grunde: Die Milch ist ver- 
moge ihres Gehalts an Phosphaten und Casein ein so guter Puffer, 
daB ihre A durch alle praktisch vorkommenden Fermentver- 
diinnungen nicht meBbar geiaindert wird. Wenn die zu unter- 
suchende Fermentlésung nicht gerade nur Spuren Lab enthilt, 
so ist diejenige Verdiinnung, welche gleichzeitig mit der Kontroll- 
lésung die Gerinnung hervorruft, in der Regel so hoch, daB die 
in ihr enthaltenen Stoffe, die einen EinfluB auf die h haben kénnten, 
von den Puffern der Milch ,,verschluckt“ werden. Die folgende 
Tabelle zeigt, wie sich die py der Milch durch einen Zusatz von 
normalem Magensaft in verschiedenen Verdiinnungen Andert. 


Tabelle I. 


Rohe Milch, mit normalem Magensaft im Verhialtnis von n: 1 
verdiinnt, ergibt py : 








»n | co | 10 | 32 | 10 | 5 
px | 642 | 642 | 640 | 627 | 5,94 





whan baie BAe 
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Wie sehen also, daB py der Milch sich selbst bei einem Zusatz 
eines 32 fach verdiinnten Magensaftes nicht mehr meBbar andert. 
Die Magensaftverdiinnung, welche gleichzeitig mit der Kontrolle 
gerinnt, ist aber in der Regel eine 100- bis 300 fache Verdiinnung. 
In noch héherem MaBe trifft dies fiir unsere kiinstliche Lab- 
lésung zu. 

Fehlerhaft aber ist die oben erwihnte Neutralisierung aus 
dem Grunde, weil man dabei in einer nicht tiberblickbaren und 
nicht reproduzierbaren Weise einen Teil des Labferments zerstért. 
Das kommt daher, da8 das Ferment auch durch die gering- 
fiigigste alkalische Reaktion mit ungeheurer Geschwindigkeit 
irreversibel zerstért wird. Beim Eintropfen der Lauge in den 
Magensaft bilden sich nun lokal hohe Alkalititen, bis die einge- 
tropfte Lauge vollig verteilt ist. Daher ist auch die Zerstérung 
des Labs um so gréBer, je langsamer man die zugefiigte Lauge 
verteilt. Bei schneller Verteilung kann man die Fermentscha- 
digung wohl auch vermeiden, hat aber niemals die Sicherheit, sie 
vermieden zu haben. 

Nun kommt aber hinzu, daB die A der Milch?) in der Regel 
dem Optimum der Labwirkung entspricht, welches Michaelis 
und Mendelssohn?) festgestellt haben. 

Besonders gilt das fiir die A der mit CaCl, versetzten Milch, 
welche ein wenig gréBer ist als ohne CaCl. 








Pur 
I a hcg ta Se eee ence Pins 6,58 
i SE Lo a cere eer | 6,51 


Rohe Milch + 4/,9 Vol. 10 proz. CaCl,-Lésung | 5,95 
Gekochte Milch + */,9 Vol. 10 proz. CaCl,-Lisung | 5,96 

Das Optimum der Labwirkung ist nun kein scharfer Punkt, 
sondern eine ziemlich breite Zone. Zwischen h = 4- 10-7 und 
h = 1-10~° ist kein sicherer Unterschied zu bemerken. Um so 
mehr kénnen wir also von einer Neutralisierung der zu priifenden 
Lésung absehen. 

Irgendeine Vorbehandlung der zu untersuchenden Ferment- 
lésung ist also nicht angebracht, solange die Bedingung erfiillt ist, 
daB diejenige Verdiinnung, welche gleichzeitig mit der Kontrolle 
gerinnt, die A der Milch nicht wesentlich andert. 

4) HL Davidsoh n, Zeitschr. f. Kinderheilk. 9, 11. 1913. 
2) L. Michaelis und A. Mendelssohn, diese Zeitschr. 58, 315. 1913. 
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3. Die Vorbereitung der Milch. 


Bei héherem Kalkgehalt ist der Beginn der Gerinnung plétz- 
licher und leichter zu beobachten als bei niederem. Manche Milch- 
proben sind ohne Kalkzusatz so schwer zur Gerinnung zu bringen, 
daB die Versuche sich unnétig in die Lange ziehen wiirden. Wir 
arbeiteten also immer mit einer Milch, der CaCl, zugefiigt war. 
Gekochte Milch ist iberhaupt nur nach Zusatz von CaCl, brauch- 
bar, dann aber ist sie sogar noch vorteilhafter als rohe Milch, da 
die Gerinnung viel plétzlicher erfolgt. Bei roher Milch kann man 
leicht beziiglich des Gerinnungszeitpunktes um einige Sekunden 
im Zweifel sein, wihrend man bei gekochter Milch den Zeitpunkt 
fast auf die Sekunde angeben kann. Wir verwendcten daher stets 
folgende Mischung: frisch gekochte und wieder abgekiihlte Milch 
+ 3/5 Volumen einer CaCl,-Lésung. Diese wurde durch Auflésen 
von 10 g méglichst trockener Krystalle von wasserhaltigem CaCl, 
auf 100 ccm Wasser hergestellt. 


4. Die Ausfiihrung der Labbestimmung. 

In eine Reihe von 6 Reagensgliisern werden je 2 ccm destil- 
lierten Wassers gebracht, sodann in das erste Réhrchen 2 ccm 
der zu untersuchenden Fermentlésung ; nach Vermischung werden 
diesem 2 ccm entnommen, in das zweite Rohrchen gebracht usf. 
Jedes folgende Roéhrchen enthilt also die halbe Fermentmenge 
des vorangehenden. Nunmehr werden in ein weiteres Réhrchen 
2 ccm der Kontrollablésung und dann schnell hintereinander 
in jedes Réhrchen 2 cem Milch. Die Mischung wird sofort umge- 
schiittelt und die Gerinnung bei Zimmertemperatur beobachtet. 
Die Gerinnung der Kontrolle wird in der Regel zwischen die zweier 
benachbarter Réhrchen der Reihe fallen. Hiermit ist der Vor- 
versuch beendet. Je nach dem Fermentgehalt der zu unter- 
suchenden Lésung wird man die Reihe mit der unverdiinnten, 
10 fach, 100 fach od. dgl. verdiinnten Lésung anfangen. 

Der Hauptversuch besteht nun in einer genaueren Aus- 
titrierung. Angenommen z. B., die Gerinnung der Kontrolle sei 
zwischen der 100- und 200 fachen Verdiinnung, aber viel naher 
an der 100 fachen erfolgt, so wiirde man nun etwa eine 80 fache 
Verdiinnung der zu untersuchenden Lésung herstellen. Von 
dieser fiigt man in eine Reihe von 4 Reagensglisern je 2,0; 
1,6; 1,3; 1,0 cem und fillt die Réhrchen mit destilliertem Wasser 





LARS SA Tg 


SS PEO Ie SE AE 


Se ence 


x aemrbel 





NANA fe re nal R sass 





Zerstérung von Lab und Pepsin durch Alkali. 69 


alle auf 2,0 ccm auf. Ein 5. Réhrchen wird mit 2 cem der Kontroll- 
fermentlésung gefiillt. Nunmehr werden in jedes Réhrchen 2 cem 
Milch eingefillt, und zwar aus leicht verstindlichen Griinden in 
der Reihenfolge: Réhrchen I, Ii, Kontrolle, 11, IV. Die Ein- 
fiillung der Milch muB8 rasch hintereinander geschehen und nimmt 
in der Regel fiir alle Réhrchen nicht mehr als 20—25 Sekunden 
in Anspruch. Da die Kontrolle als mittelstes Réhrchen eingefiillt 
wurde, ist der zeitliche Unterschied jedes Réhrchens gegen die 
Kontrolle im héchsten Falle 12 Sekunden, was in Anbetracht der 
gesamten Gerinnungszeit — bei nicht zu warmer Zimmertempera- 
tur 8—10 Minuten — zu vernachiassigen ist. 

Die Reproduzierbarkeit der Versuche ist auch ohne Wasser- 
bad gut. Das beruht darauf, da etwaige Temperaturschwan- 
kungen von allen Réhrchen in gleicher Weise mitgemacht werden 
und daher belanglos sind. Fallt die Gerinnungszeit der Kontrolle 
mit der eines Réhrchens der Reihe zusammen, so ist der Ferment- 
gehalt der zu untersuchenden Lésung gleich dem Verdiinnungs- 
grad dieses Réhrchens; fallt sie hingegen nicht genau zusammen, 
so wird die der Kontrolle gleichwertige Verdiinnung durch Inter- 
polation oder durch eine weitere, noch feiner abgestufte Ver- 
diinnungsreihe ermittelt. Die Interpolation geschah unter An- 
wendung des Fuldschen Labzeitgesetzes, daB das Produkt aus 
Fermentkonzentration und Zeit konstant ist. Obwohl zwar dieses 
fiir das Kalberlab geltende Gesetz fiir unser Priparat nicht streng 
zutrifft, so sind die Abweichungen von ihm doch nicht so groB, 
da man es nicht zur Interpolation benutzen kénnte. 

Den Genauigkeitsgrad der Bestimmungen kénnen wir nach 
unseren Erfahrungen bei Beriicksichtigung aller Faktoren auf 
+ 5% der Gesamtfermentmenge einschiatzen, ein fiir eine Ferment- 
methode wohl! gut zu nennendes Resultat. Da es sich in unseren 
Versuchen darum handelte, das Labferment zu bestimmen in 
einer Lésung, welche zum Teil zerstértes Labferment enthielt, 
muBte der Nachweis erbracht werden, daB die Gegenwart des 
zerstérten Ferments keinen EinfluB auf die Bestimmung des noch 
aktiven Ferments hat. Zu diesem Zweck wurde eine 4proz. 
Lablésung durch einen Uberschu8 von NaOH zerstért, mit HCl 
neutralisiert und nochmals mit der gleichen Labmenge versetzt. 
Andererseits wurde destilliertes Wasser statt der zerstérten Lab- 
lésung als Verdiinnungsfliissigkeit fiir die aktive Lablésung be- 
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nutzt. Die Bestimmung ergab in beiden Fallen den gleichen 
Fermentgehalt. Das zerstérte Labferment hat also keinen Ein- 
fluB8 auf die Bestimmung des aktiven Ferments. 


II. Kinetik der Labzerstérung. 
1. Charakterisierung des angewendeten Fermentpriparates. 


Als Fermentpraparat wurde Pepsin Gribler angewendet. 


Das Praparat hat auBerlich etwa die Beschaffenheit von ge- 


trocknetem EiweiB und verquillt in Wasser zu einer je nach dem 
Verdiinnungsgrad mehr oder weniger viscésen Lésung. Die 
wisserige Liésung des Priparats reagiert etwas sauer, offenbar 
infolge eines geringfiigigen Gehalts an HCl, welche zumeist an 
Peptone gebunden vorhanden ist. Py einer 4 proz. Lésung = 3,51. 
Infolgedessen zeigen Pepsinlésungen, mit einem Puffer versetzt, 
immer eine etwas héhere h, als dem Puffer entspricht. 


2. Gang der Labzerstérung bei einer gegebenen h. 


Zunachst werden einige Versuche beschrieben, bei denen die 
h durch einen Phosphatpuffer konstant gehalten wurde, um einen 
Einblick in die allgemeine Kinetik der Zerstérung zu bekommen. 
Grobe Vorversuche zeigten, daB bei ausgesprochen saurer Reak- 
tion, also z. B. bei py < 6, auch nach Stunden keine wesentliche 
Abnahme des Ferments eintrat. Dementsprechend wurde die 
Fermentlésung zunachst mit einer bestimmten Menge ™/,, prim. 
Phosphatlésung versetzt, im Wasserbad auf die Versuchstempe- 
ratur vorgewirmt und zu einer gegebenen Zeit mit einer be- 
stimmten Menge ebenfalls vorgewirmter ™/,, sek. Phosphat- 
lésung vermischt. Dann wurden in angemessenen Abstinden 
je 10 ccm der Mischung fiir die weitere Untersuchung entnommen. 
Die erste Entnahme geschah sofort nach der Vermischung; ihr 
Zeitpunkt wurde als Null bezeichnet. Die weitere Verarbeitung 
der Entnahme geschah in folgender Weise. In einer Reihe von 
Kélbchen befanden sich bei Zimmertemperatur je 5 ccm einer 
Lésung von ™/,; prim. Phosphat. Die entnommenen 10 ccm 
Fermentmischung wurden nun sofort in eins solcher Kélbchen 
gebracht. Dadurch wurde die Lésung je nach der Zusammen- 
setzung der Fermentmischung auf eine mehr oder weniger saure 
Reaktion gebracht; auf jeden Fall iiberzeugten wir uns durch 
Vorversuche, daB h nicht < 10-® war, meist war sie noch viel 
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groBer. Auf diese Weise wurde die Fermentzerstérung unter- 
brochen. Dann wurden in den einzelnen Proben Bestimmungen 
des Labgehalts vorgenommen. Die Angaben sind alle umgerech- 
net auf diejenige Konzentration, welche die Fermentlésung vor 
Zusatz der Phosphate gehabt hatte. 

Betrachten wir nun den Gang der Labzerstérung an einigen 
herausgegriffenen Beispielen, so finden wir folgendes. 


Tabelle II. 





‘Sepia aor |a-@ 

| | } me | @a- 2 |berech. 

OD Pr | Por k y : : | Mittleres | gefund. | n. mittl. 
| 1,5 %15 | Lab E! krs 
_ Lab E 


| Nummer 


l25,4516,90 | 0 | | '3940 
|’ Ikorr.| | 30 |0,0738/0,0000180/0,000695 | 
6,87 |7,01 | 61  |0,0306/0,0000271 (0,000716|$0,000696| 281 | 299 
a 150) 147 
'3330 


| 1875 | 1835 


"750 | 750 





0,0144|0,0000330 0,000678, 

6,93 | 0 | 

korr. 5,8 0,0000212'0,00107 

6,90 |6,98 | 13,5!0,0362|0,0000231 /0,00097 

0,0000283 /0,00110 

ee 0,0000509 0,001 16 
| 


7,01 | 
korr.. 0,0137/0,0000944(0,00122 
6,98 6,90 | 21 |0,0117|0,0000939/0,00112 
|” | 39. |0,0114]0,0001280)0,00125 

| 0,0099|0,000140510,00119 | 
| 0,0081 |0,0001770)0,00122 | 
| 


6,57 | 


--1080 | 984 
0,001075/ 393 | 492 
| 


194 | 216 


| 
| 194.5) 
| 146.5| 146.9 
| 110,3} 107,9 
(70,00120 | 68,8} 71,2 
48.9| 48.5 
21,0, 21,5 
220 | 
146,5| 145.4 
110.3; 110,3 
Rae 83.7| 83.7 
61,3, 65,2 





korr.| 0,0104 600006701 000689 
6,494 7,011] 30,5!0,0098}0,0000740/0,000909| 
ae 6,0 0,0093 | 0,0000805 |0,000909) 
62,0,0,0090/0,0000949 0.000972! 


Unter p, ist zuniichst der bei 16°—18° gemessene, dann der fiir die Ver- 
suchstemperatur korrigierte Wert angegeben. 














Wir finden also, daB die Zerstérungsgeschwindigkeit, wie ja 
auch zu erwarten war, nicht konstant ist, sondern sich mit der Zeit 
andert, und zwarabnimmt. Es wurde nun versucht, die Reaktions- 
ordnung festzustellen. Die einfachste Annahme wire die der ge- 
wohnlichen monomolekularen Reaktion, welche zur Voraussetzung 
hat, daB die Geschwindigkeit der Zerstérung in jedem Augen- 
blick proportional der noch vorhandenen Menge des Ferments 


a 


1 
ist. Unter dieser Annahme hatte der Wert k, = ; log ——— 
‘ a—z 
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wihrend des ganzen Verlaufs konstant bleiben miissen (a An- 
fangsmenge, x die zur Zeit ¢t schon zerstérte Menge des Fer- 
ments). Der Versuch zeigt aber, daf das nicht der Fall ist. 
k, hat durchweg einen Gang, und zwar fallt es mit der Zeit. 
Da aber doch die Zerstérungsgeschwindigkeit irgendeine Funktion 
der noch vorhandenen Fermentmenge sein muBte, versuchten wir, 
ob sie nicht irgendeiner Potenz der jeweilig vorhandenen Ferment- 


menge proportional sei. Wir setzten also: 


dz 
dt 


und probierten den zutreffendsten Wert fiir n aus. Das Integral 


= k,(a — x)" 


dieser Gleichung ist 
kn = —-[(a — x)" — a9), 

nt 

Es zeigte sich nun, da8 ein ganzzahliger Wert fiir n iiberhaupt 
nicht zu einer befriedigenden Konstanz der k-Werte fiihrt. Die 
Werte fiir %, fallen betrichtlich; die Werte fiir k, stimmen zwar 
fiir kiirzere Umsitze besser, steigen aber bei liingerem Verfolgen 
der Zerfallsreaktion deutlich an. Am besten erwies sich die An- 
nahme n = 1,5. Unter dieser Voraussetzung zeigt k auch bei den 
Versuchen mit den gré8ten Umsitzen, bis zu 96% der Gesamt- 
fermentmenge (Nr. 1, 2 in Tab. II), keinen Gang, und die 
Konstanz ist recht befriedigend. Die Konstante k,;, hatte dem- 


nach die Form: 1,5+ ks; = x (== . } . Berechnet 


t a 
_man in einer Versuchsreihe aus dem Mittelwert a Konstanten 
den Wert vona—~z, so zeigt sich in gut gelungenen Versuchen 
durchweg eine Ubereinstimmung mit dem gefundenen Wert inner- 
halb von 5, allerhéchstens 10%, also kaum schlechter, als es 
nach den Fehlergrenzen der Methode zu erwarten ist. 

Soweit es sich feststellen laBt, bleibt das Gesetz das gleiche 
fiir beliebige h, obwohl der absolute Wert dieser Konstanten sich 
gewaltig mit der h andert. Bei gegebener A ist der Wert fiir dieses 
k unabhingig von der Anfangskonzentration des Ferments. 
Hieraus kénnen wir schlieBen, daB die Zerstérungsprodukte des 
Ferments ohne Einflu8 auf den Gang der Zerstérung sind. Wir 
sind daher berechtigt, den jeweiligen Wert von k,, als ein MaB 
fiir die Geschwindigkeit der Zerstérung des Ferments zu betrachten. 
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8. Die Abhangigkeit der Zerstérungsgeschwindigkeit von der h. 
Fragen wir nun, in welcher Weise die Zerstérungsgeschwindig- 
keit von der h abhingt. A wurde in den Versuchen dadurch in 
verschiedener Weise festgelegt, daB verschiedene Mischungen 
von prim. und sek. Phosphat zugegeben wurden. In den jeweils 
im Versuch befindlichen Lésungen wurde dann eine elektro- 
metrische Bestimmung von pg ausgefiihrt. Diese Messungen 
geschahen bei einer Zimmertemperatur von 16—18° und wurden 
durch Umrechnung fiir die Versuchstemperatur korrigiert. In 
einem reinen Phosphatpuffer wird py pro Grad um 0,0038 
kleiner!). In unseren Lésungen haben wir zwar keinen reinen 
Phosphatpuffer, denn ihr pg ist um 0,2—0,4 kleiner, als dem 
Phosphatpuffer entspricht. Da es sich aber doch nur um eine 
kleine Korrektur handelt, haben wir ein Recht, diesen Umstand 
zu vernachlissigen und den Temperaturkoeffizienten von pg 
einfach gleich dem eines reinen Phosphatpuffers zu setzen. 

Wir haben eine Gruppe von Versuchsreihen bei 25,5° an- 
gestellt. Fir diese betriigt demnach die Korrektur fiir py = —0,03, 
und fiir eine zweite Gruppe von Versuchsreihen bei 36,8° 
betragt sie —0,076. Aus einem bestimmten, in einem spateren 
Abschnitt zu erérternden AnlaB legen wir der weiteren Rechnung 
nicht py, sondern poy zugrunde nach der Gleichung pog = Py — Pr - 
Die Werte fiic p,,, wurden der Tabelle aus L. Michaelis, Die 
Wasserstoffionenkonzentration, S. 8, entnommen und 
wurden gesetzt: fiir 25,5° 13,88 und fiir 36,8° 13,505. Auf 
diese Weise finden wir nun folgendes. 

Die Zerstérungsgeschwindigkeit des Labs ist in 
einem unerwartet hohen MaBe von der oh abhiangig. 
Von einfacher Proportionalitiét ist gar keine Rede. Es wurde 
nun der Versuch gemacht, ob die Geschwindigkeit irgendeiner 
konstanten Potenz der oh proportional sei. Es wurde also gesetzt 


‘ 15-k,; = A-oh", 
wo A und n Konstanten sind. Diese Gleichung ergibt log- 
arithmiert 
Pas ‘in Pa + * Poh » 
wo das Funktionszeichen p den negativen Wert des Logarithmus 
bedeutet. Das ist die Gleichung einer geraden Linie. Die Tangente 


1) L. Michaelis und T. Garmendia, Diese Zeitschr. 67, 431. 1914. 
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Tabelle III zum Diagramm. 


(Berechnet nach Pog = } Ps. x1,5 + 6,20.) 








H Por Por 
Nr. | Pis.ias| be ge- 
| rechnet | funden 








5,19 | 7,50 
3,95 | 7,19 
3,94 | 7,24 
3,83 | 7,16 
3,66 | 7,18 
3,22 | 7,00 
3,16 | 6,99 
3,20 | 7,00 
3,29 | 7,02 
3,07 | 6,99 
2,92 | 6,95 
2,84 | 6,87 
1,99 | 6,70 | 6,65 
166 | 661 | 6,60 
1,78 | 666 | 6,60 


Versuche bei 25,5°. 


= a = 
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Pox Pox 
Nr. Piss + ki,5 be- ge- 
rechnet funden 


- = 

| : 7,28 

— > [ron 2} 4,055 | 7,25 

Abb. 1. Abszisse poy. Die den ‘ 3,367 7,09 

Pon entsprechenden py sind oben | 7.01 
4, 


6,99 


in der Abbildung abgetragen; + 3,041 
fiir 25,5°, A fiir 36,8°. Ordinate: 5 | 3,2899 | 
P (1,5 + kys)> Gi. der negative Loga- > 9 072 | 6.7 6.76 
rithmus der im Text definierten Ge- See a ’ 
schwindigkeitskonstante 1,5 + k;,; . | 2,201 | 3,75 6,75 
+ Versuche bei 25,5°, A Versuche git 

bei 36,8°. Versuche bei 36,8°. 





ihres Neigungswinkels ist n (Tabelle III, IV und V). Im 
Diagramm ist p,;.,,; auf die Ordinate, poy auf die Abszisse 
abgetragen. Simtliche Punkte liegen mit einer Genauigkeit, 
welche die Fehlergrenzen kaum iibersteigen diirfte, auf einer 
Geraden, welche sehr steil verliuft. Versuche mit hoher und 
niederer Anfangskonzentration des Ferments fiigen sich dieser 
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Tabelle IV. 








| Temp. 


orn 


| Par 
|_ge- 


imessen| 





6,53 
korr. 
6,50 
6,65 
| korr. 
| 6,62 














3 1 10 
300 
292 
288 
200 


186,0 | 


133,3 
111,5 
95,8 
330 
271 
227,4 
203 
170,5 
143.9 
174 


146,4 | 


122,5 
111,4 
353 
315 
200 
135,3 
103,0 
257 
190,5 
eH 











Mittelwert 


yon 1,5 kis 


| (in Klammern 


der sugehérige 


| Logarithmus) 


0,0000064 | 0,0000064 


| 


[0,0001 43} 
0,000119 
0,0001 10 
0,000109 
0,000114 


[0,0001 706] 
0,0001500 
0,0001166 
0,0001070 
0,0000913 


0,0001462 
0,0001554 
0,0001396 


[0,000181} 
0,000214 
0,000223 
0,000218 


0,000654 
0,000778 
0,000540 
0,000553 
0,000457 


0,000695 
0,000716 
0,000678 


(0,0007418] 
0,0006150 
0,0006230 
0,0006365 


0,000465 
0,900538 
0,000550 
0,000481 


0,00107 
0,000969 
0,00110 
0,00116 





(—5,19) 


0,000113 
(—3,95) 


0,000116 
(—3,94) 


| | oomo. 


(—3,83) 


0,000218 
(—3,66) 


a> 
sad 


| 

Jr 

| oon ; m3 16) 

| ooones 
(—3,20) 


0,000508 
(—3,29) 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 





a] Pu 
lemp. 
sin ye- 
7 


messen 


oe 
korr. 
|' 6,98 


| 194.5 
| 146.5 
110,3 
68,8 
48,9 
21,0 
201 
153,4 
119,7 
111,6 
35,3 
300 
125 
62,5 


CO mt eet 
PAKNYWOS Hm > 


woe 





oe 
MNOS HO 
© CO 


SS 


~ 





wane Ooo 


1,5 kis 


0,00122 
0,00112 
0,00125 
0,00119 
0,00122 


[0,00239] 
0,00149 
0,00132 
0,00122 


0,00992 
0,00993 
0,01017 
0,01145 
0,01078 


[0,016] 
0,0217 
[0,03] 

0,0149 


0,0186 
0,0162 


Mittelwert 
von 1,5 kis 
(in Klammern 


| der zugehdérige 


| 
{ 
| 
| 
| 
} 


| 


| (—2,92) 


Logarithmus) 


0,00120 


0,01033 
(—1,99) 


0,00134 
(—2,87) 


0,0217 
(—1,66) 


0,0166 
(—1,78) 





Pu | 
ge- | 
messen 


| Temp. | 


°C 








36,8 
36,8 


36,8 | 6,49 
korr. 
6,414 





102,5 | 2220 
155,5 | 1875 
0 | 378 
50 | 314 
| [293] 
185,3 

323 

234,7 

169,4 

138,0 

110,0 

55,0 








0,0000348 
0,0000310 
0,0000325 


0,0000924 
[0,0000578] 
0,0000838 


0,000453 
0,000470 
0,000465 
0,000378 
0,000385 


Mittelwert 
von 1,5 kis 


| (in Klammern 


| 


| 


' 
! 





der zugehérige 


Logarithmus) 


|! 0,0000328 
(—4,484) 


0,0000881 
(—4,055) 


0,000430 
(—3,367) 
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Tabelle V (Fortsetzung). 























\ | P | | Mittelwert 
i " a cs von 1,5 kis 
Nr.| 7a | ge- Pour mA | eee 1,5 kis | (in Klammern 

! imessen aa ail der zugehdrige 

| | | | Logarithmus) 

| | 
4 36,8 | 6,57 | 0 | 220 | | 

} korr. 17 | 146,5 | 0,000888 

| 6,494| 7,01 | 30,5} 1103 | 0,000909 | -_ 

| 46,0 | 83,7 | 0.000909 | naan 

| 620| 61:3 | 0000972 |} (3 
5 || 36,8 | 6,59 | 0 | 2648 

korr. 31 | 832 | 0,000492 | 
| 6,514| 6,99 | 45,5) 542 | 0,000517 I 0,000513 
68,0 | 317 | 0,000531 (—3,2899) 

6 | 36,8 | 6,82 0 | 220 

| korr. 6 | 77,6 | opove7 | 

| 6,744| 6,76 | 18 | 22 | 0,00810 I 0,00848 

| 24 | 11 | 0,00967 |} (—2,072) 
7 || 368 | 6,83 0 | 2056 | 

korr. 8,1 | 319 0,00591 
6,754 | 6,75 | 146 | 126 0,00649 | 0,00629 
| 20,6 | 74 0,00647 | J(—2,2014) 





Geraden gleich gut an. Aus ihrem Neigungswinkel ergibt sich n 
am besten gleich 4. Es ist nicht méglich zu entscheiden, ob die 
Linie genau eine Gerade ist oder nur zufallig in dem engen Bereich 
von pq, in dem die Messung der Geschwindigkeit tberhaupt 
méglich ist, nur angeniahert eine Gerade ist. Die beiden obersten 
Punkte scheinen allenfalls zu ergeben, daB die Kurve mit zu- 
nehmender Aciditaét steiler wird. Jedoch kénnen wir diesen 
beiden Punkten kein groBes Gewicht beilegen; denn hier ist die 
Zersetzungsgeschwindigkeit so klein, daB eine Versuchsdauer 
von etwa 6—8 Stunden nur sehr kleine Umsiitze ergibt, eine 
Versuchsdauer tiber 1 Tag durch Bakterienwachstum aber zu 
einer bedeutenden Anderung von pg fihrt (um 0,2—0,3). Die 
eingezeichneten beiden obersten Punkte sind aus kurzfristigen 
Versuchen geschitzt. Die Fehlergrenzen der Schaitzung sind durch 
die die Punkte umgebenden Rechtecke angedeutet. 

Sehr auffallig ist nun, da8 die Punkte fiir 36,8° sich denen 
fiir 25,5° so gut einfiigen, daB man einen sicheren EinfluB 
der Temperatur auf die Zerstérung des Labferments 
nicht erkennen kann. Das ist gewiB ein ganz unerwartetes 
Resultat, welches mit der van’t Hoffschen Temperaturregel 
nicht iibereinstimmt. 
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Diese Betrachtung gilt jedoch nur, solange wir die Geschwin- 
digkeiten bei verschiedenen Temperaturen fiir die gleiche oh be- 
trachten. Wollten wir die Geschwindigkeit fiir gleiche A ver- 
gleichen, so ware das Resultat wegen des hohen Temperatur- 
koeffizienten von h - oh ein ganz anderes. Fir gleiche p, wiirden 
sich die Logarithmen der Konstanten um 1,50 unterscheiden; 
die Konstanten selbst wiirden sich also verhalten wie 1 zu 31,6. 
Bei dieser Betrachtungsweise wirden wir also einen ganz unerhért 
groBen Temperaturkoeffizienten der Geschwindigkeit erhalten 
und eine Abweichung von der van’t Hoffschen Regel im um- 
gekehrten Sinne wie vorher. 

Das Gesetz iiber die Zerstérungsgeschwindigkeit des Lab- 
ferments l48t sich nunmehr folgendermaBen formulieren. Ist x 
die zur Zeit t vorhandene Fermentmenge, so ist 


— Fake al obt, 


wobei wir es offen lassen, ob die Exponenten aus irgendeiner 
nicht erkennbaren inneren Ursache genau den angegebenen Wert 
haben oder ob diese Werte nur empirische Naherungswerte sind; 
wobei wir es ferner offen lassen, fiir welches Bereich von oh dieses 
Gesetz wirklich gilt. Wegen der auBerordentlichen Steilheit der 
Funktion kénnen wir sie nur fiir ein sehr enges Bereich von oh 
experimentell priifen, aber fiir dieses Bereich gibt die Formel die 
Tatsachen gut wieder. Der innere Sinn dieses Gesetzes ist vor- 
laufig vollig unklar. 


Ill. Betrachtungen iiber den Temperaturkoeffizienten. 


Die Frage nach der GréBe des Temperaturkoeffizienten un- 
serer Reaktion kann somit auf zweierlei Weise gestellt werden. 
Entweder kann man fragen, wie andert sich die Geschwindigkeit 
der Reaktion, wenn man bei variierter Temperatur die Kon- 
zentration aller an der Reaktion beteiligten Molekilgattungen, 
also auch die der OH’-Ionen konstant halt. Die Antwort ist: 
sie andert sich beinahe gar nicht. Den so definierten Temperatur- 
koeffizienten wollen wir den ,,physikalischen“ nennen. Oder 
man kann fragen, wie andert sich die Geschwindigkeit, wenn . 
man eine gegebene Lisung von Lab in einem gegebenen Phos- 
phatpuffer erwirmt (wobei sich also die oh andert). Die Antwort 
ist: fiir 10° Temperaturdifferenz wird die Geschwindigkeitskon- 
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stante mehr als verdreiBigfacht. Nach der Arrheniusschen Formel 
umgerechnet wiirde das einen Koeffizienten “ = etwa 56000 
ergeben. Alle Kérperfliissigkeiten verhalten sich nun insofern 
ebenso wie ein Phosphatpuffer, als sie Gemische einer freien 
schwachen Saure mit ihren Salzen darstellen. Diese Siure pflegt 
Kohlensaure, prim. Phosphat oder Eiwei®B zu sein, welches ja bei 
der Reaktion der Ko6rperfliissigkeiten sich fast stets wie eine 
Saure verhalt, denn der isoelektrische Punkt der meisten EiweiB- 
kérper liegt bei einer gréBeren h als die h der Gewebssiifte ist. 
Da nun die Dissoziationskonstante der Saéuren viel weniger von 
der Temperatur abhingt als die des Wassers, so kénnen wir mit 
erster Anniherung sagen, daB in solchen Puffern die h von der 
Temperatur beinahe gar nicht abhingt, die oh aber sehr stark. 
Wir kénnen also den Temperaturkoeffizienten fir eine gegebene 
h als den ,,physiologischen* Temperaturkoeffizienten be- 
zeichnen. Dieser ist also, wie wit sahen, fiir unsere Reaktion 
sehr groB. 

Es fragt sich nun, welche Beziehung denn dieser Alkalitits- 
temperaturkoeffizient auf die Labzerstérung zu dem von Madsen 
und Walbum beobachteten Temperaturkoeffizienten der Lab- 
zerstérung in rein wiasseriger Lésung ohne Beriicksichtigung der 
h hat. Diese verglichen die Geschwindigkeit der Zerstérung des 
Labs in rein wisserigen Lésungen bei verschiedenen, héheren 
Temperaturen miteinander und fanden Temperaturkoeffizienten 
der gleichen GréBenordnung wie wir bei der Alkalizerstérung bei 
niederen Temperaturen. Sie fanden bei einem Labpraparat 
ft = 91000, bei einem zweiten u = 58000. Nun ist eine solche 
rein wasserige Lésung eines Labpriparats, welche annahernd 
neutral oder soeben sauer reagieren diirfte, infolge ihres Gehalts 
an Eiwei8 und vielleicht auch Phosphaten, als ein Puffer zu 
betrachten, dessen h von der Temperatur nur wenig abhiangt. 
Wir haben also in einer solchen Lésung den ,,physiologischen“ 
Temperaturkoeffizienten zu erwarten. Nehmen wir beispielsweise 
in einer solchen Lésung p,=6 an. Bei 50° kénnen wir p,, 
etwa = 13,15 setzen, p,, daher in dieser Lésung = 7,15. Nehmen 
wir wiederum den ,,physikalischen‘‘ Temperaturkoeffizienten als 
verschwindend klein an, so ergibt sich daraus die Zerstérungs- 
geschwindigkeit in dieser Lésung bei 50° ebenso groB wie bei 
gleichem p,, fiir eine beliebige Versuchstemperatur. Wir entnehmen 
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nun aus dem Diagramm (S. 74), daB die Zerstérung bei p,, = 7,15 
schon sehr betriichtlich ist. Die Zerstérung bei 50° fiir p, = 6 
ist ebenso groB, wie die bei 25° fiir p, = 6,731). Temperatur- 
erhéhung bewirkt dasselbe wie Alkalisierung; es ist gleichgiiltig, 
ob wir die OH’ durch Erwirmen oder durch Zusatz von Lauge 
vermehren. In beiden Fallen beobachten wir nur die Wirkung 
der OH’ auf das Ferment. 


IV. Vergleich der Zerstérung von Lab und Pepsin. 


Mit Riicksicht auf die viel erérterte Frage nach der Identitat 
von Lab und Pepsin war es von Interesse festzustellen, ob die 
Zerstérung von Lab und Pepsin parallel verliuft. Zu diesem 
Zwecke bediirfen wir zunachst einer Methode zur Bestimmung 
des Pepsins, welche an Genauigkeit die Methode der Labbe- 
stimmung wenigstens einigermaBen erreicht. Wir glauben nicht, 
daB eine der vorhandenen Methoden die Bedingung erfillt, 
eine relative Bestimmung der Pepsinmenge auch nur bis auf 20% 
des Gesamtwerts zu erreichen. 

Die viel benutzte Mettsche Methode erfiillt unsere Anspriiche 
nicht véllig. Wenn die tibrigens durchaus nicht immer einge- 
haltene VorsichtsmaBregel beobachtet wird, daB man alle Ver- 
suche mit Mettschen Réhrchen bei einer genau fixierten A vor 
sich gehen laBt, so kann zwar aus der Lange der verdauten EiweiB- 
schicht ein SchluB8 auf die Fermentmenge gemacht werden. 
Ob aber dabei die von uns gewiinschte Genauigkeit erreicht 
werden kann, erscheint fraglich. 

Auch die fiir klinische Zwecke ausreichenden Methoden von 
Jacoby und Fuld-GroB entsprechen nicht unseren An- 
forderungen an Genauigkeit, weil es nicht mit geniigender Schirfe 
méglich ist, dasjenige Réhrchen zu bestimmen, in welchem die 
Aufhellung soeben vollkommen ist. In der Beurteilung des 
Resultats steckt ein subjektives Moment, welches nicht zu ver- 
nachlassigen ist, wenn es sich um sehr genaue Bestimmungen 
handelt. 

Wir glauben daher, daB nur eine solche Methode zu einer 
wirklich genauen Fermentbestimmung geeignet ist, welche auf 
einem ihnlichen Prinzip basiert wie die oben angegebene Lab- 


1) Bei 25° entspricht p, = 6,73 einem p,, = 7,15. 
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methode. Diese Methode muB darin bestehen, daB von der zu 
untersuchenden Fermentlésung durch einen Reihenversuch die- 
jenige Verdiinnung experimentell ausprobiert wird, welche bei 
genau festgestellter h irgendein EiweiB mit genau derselben Ge- 
schwindigkeit verdaut, wie eine stets reproduzierbare Kontroll- 
fermentlésung. Diese Geschwindigkeit darf aber nicht wie bei 
Jacoby und Fuld-Gro8 nur danach beurteilt werden, zu 
welcher Zeit die Aufhellung beendet ist, denn gerade die End- 
stadien der Verdauung verlaufen asymptotisch, sondern die Ver- 
gleichung muB in einem friiheren Stadium der Verdauung ge- 
schehen und womdglich nicht nur an einem Punkte, sondern 
Schritt fiir Schritt verfolgt werden. Beim Lab liegen die Ver- 
haltnisse insofern einfacher, als die Beobachtung eines bestimm- 
ten Stadiums der Fermentwirkung ausreichend ist, namlich des 
Punktes, an dem eine sichtbare Flockung eintritt, denn dieser 
Punkt ist sehr scharf zu bestimmen. Er wird nicht asymptotisch 
erreicht, wie das Ende der Pepsinverdauung, sondern plétzlich. 
Beim Pepsin muB das Bestreben somit dahin gehen, eine Methode 
zu finden, welche die Vergleichung des Fortgangs der Verdauung 
kontinuierlich gestattet. Dieses Prinzip wandten wir in folgender 
Weise an. 

Wenn man irgendeine Eiweiflésung mit Sulfosalicyl- 
siure ansauert, so erhailt man infolge der groBen Starke dieser 
Saure ganz leicht die zur Pepsinwirkung optimale h. Gleichzeitig 
wird das Eiweif durch die Saure ausgeflockt oder bei passend 
gewihlter Ansiuerung in eine milchartige, nicht sedimentierende 


Suspension verwandelt. Diese milchweiBe Flissigkeit wird durch 
die Pepsinverdauung allmahlich bis zur vélligen Durchsichtigkeit 
aufgehellt. Unsere Methode besteht nun einfach darin, daB in 
einem Reihenversuch diejenige Verdiinnung der zu untersuchenden 
Pepsinlésung aufgesucht wird, bei der die Aufhellung Schritt fiir 
Schritt iibereinstimmt mit der in einer- Kontrollfermentlésung. 


Die Innehaltung der gleichen A in allen Versuchsréhrchen wird 
dadurch gewihrleistet, daB die Sulfosalicylsiure-EiweiBmischung 
in einem ziemlichen Uberschu8 zu der Fermentlésung zugegeben 
wird, so daf das etwaige Siurebindungsvermégen der mehr oder 
weniger verdiinnten Fermentlésung praktisch nicht mehr in 
Betracht kommt. Die Ausfiihrung der Methode gestaltet sich 
folgendermaBen. 
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Methode der Pepsinbestimmung. 
1. Die Herstellung der Sulfosalicylsiureeiweifliésung. 

Ein mit destilliertem Wasser 12fach verdiinntes mensch- 
liches Blutserum oder 15fach verdiinntes Hammelserum wird 
unter Umriihren mit so viel einer 10 proz. Sulfosalicylsiurelésung 
versetzt, daB Kongopapier gerade eben ein wenig violett gefarbt 
wird. Das Papier soll nicht wirklich blau werden wie etwa in 
normalem Magensaft. Der Indicator hat in dieser Lésung eine 
andere Nuance als im Magensaft bei gleicher h. Eine eben gerade 
deutliche Violettfirbung entspricht etwa py = 2 bis 1,8, also 
dem Optimum der Pepsinverdauung. Die EiweiSlésung ist dann 
dick milchig getriibt, aber ohne sedimentierende Flocken. Fir 
die Menge der Sulfosalicylsiure ist ein gewisser Spielraum erlaubt. 
Sie betragt etwa ?/, bis */, der Menge des jeweils angewandten 
unverdiinnten Serums. Wesentlich soll diese Menge nicht iiber- 
schritten werden, denn dann tritt eine Flockung ein, welche 
allmahlich sedimentiert. Das hat den Nachteil, da erstens 
das Optimum fiir die Verdauung schon etwas iiberschritten ist, 
der Versuch daher linger dauert, und zweitens daB wahrend 
des Versuchs ein wiederholtes Aufschiitteln erforderlich wird. 


2. Die Herstellung der Pepsinkontrolle. 


Die Herstellung der Pepsinkontrolle ist schon beim Lab be- 
schrieben worden. Es ist die 100fache Verdiinnung der Glycerin- 
stammlésung, waihrend die 10000fache Verdiinnung die Lab- 
kontrolle war. 

8. Die Anstellung des Versuchs. 

In eine Reihe von Reagensglaschen wird je 1 ccm der Fer- 
mentlésung in verschiedenen Verdiinnungen und je 5 cem der 
SulfosalicylsiureeiweiBmischung gebracht, ebenso wird 1 ccm 
der Kontrollfermentlésung mit 5 ccm der EiweiBmischung ver- 
mischt. Die Glischen werden dann in ein Wasserbad von 38—40° 
gebracht und die Aufhellung beobachtet. Wie bei der Labbe- 
stimmung werden in einem Vorversuch erst grébere Abstufungen 
der Fermentverdiinnung hergestellt, in einem zweiten werden 
feinere Abstufungen gewahlt. Die feinere Reihe setzten wir in 
der Regel in folgender Weise an. Von derjenigen Fermentmischung, 
welche sich im Vorversuch als eben noch zu stark erwiesen hatte, 
werden in eine Reihe von Glaschen je 1,0, 0,8, 0,64, 0,52 ccm 
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eingefillt, mit Wasser auf 1,0 ccm aufgefillt und dazu je 5 ccm 
der EiweiBlésung gegeben. Die Aufhellung ist in der Regel in 
10 Minuten so weit vorgeschritten, das Unterschiede in der Auf- 
hellung, selbst zwischen den einzelnen Réhrchen der feineren 
Reihe, deutlich geworden sind. Verfolgt man nun die Aufhellung 
noch einige Minuten weiter, so wird man niemals im Zweifel sein, 
welche Verdiinnung man der Kontrolle gleichzusetzen hat. Die- 
jenige Verdiinnung, welche der Kontrolle parallel geht, soll nach 
unserer Definition 1 Pepsineinheit enthalten. 

In gut gelungenen Versuchen dirfte die Genauigkeit dieser 
Bestimmung der Labbestimmung nicht viel nachstehen. Wir 
glauben, die Reproduzierbarkeit der Versuche auf weniger als 
20% des Gesamtwerts veranschlagen zu kénnen. Was nun die 
Bewertung der erhaltenen Zahlen betrifft, so ist sie um so héher 
zu bemessen, je fermentreicher die zu untersuchende Lésung ist. 
Bei sehr fermentarmen Lésungen ist diejenige Verdiinnung, 
welche der Kontrollésung parallel geht, sehr gering. Infolgedessen 
enthalt sie eine relativ noch groBe Menge von Peptonen und 
sonstigen siurebindenden Verunreinigungen, welche dahin wir- 
ken kénnen, daB sie die A der Eiweibsulfosalicylsiuremischung 
etwas erniedrigen. Auch ist bei peptonreicheren Pepsinlésungen 
zu beriicksichtigen, daB unter Umstinden die Verteilung des 
Pepsins zwischen dem zu verdauenden sulfosalicyl- 
sauren EiweiB und dem diesem von vornherein beigemengtem 
Pepton zu ungunsten des ersteren in Rechnung zu ziehen ist. 
so daB trotz guter Reproduzierbarkeit der Versuche die erhaltenen 
Zahlen kein genauer Mafstab fiir die wirklich vorhandenen Pepsin- 
mengen sind. Alle diese Umstinde tragen dazu bei, daB in fer- 
mentarmen Lésungen die erhaltene Genauigkeit wohl nicht ganz 
die der Lablésung erreichen diirfte. Lésungen, welche weniger 
als eine Pepsineinheit enthalten, kénnte man einfach in der Weise 
messen, das man als Kontrolle eine entsprechend verdiinnte Ver- 


_ gleichslésung benutzt. Solche Versuche sind zwar leicht ausfiihr- 


bar und geben immerhin einigermaBen reproduzierbare Resultate ; 
jedoch sind die erhaltenen Pepsinwerte in der Regel unwahrschein- 
lich niedrig; sie weichen also in dem theoretisch zu erwartenden 
Sinn von der Wirklichkeit ab. Sobald aber eine Lésung mehrere 
Pepsineinheiten im ccm enthilt, sind solche Abweichungen nicht 
zu befiirchten. 

6* 
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Wegen dieser Schwierigkeiten verfolgten wir die Zerstérung 
des Pepsins nicht in derselben ausfiihrlichen Weise wie beim Lab. 
Der fiir die Versuche notwendige Zusatz von Puffern wiirde be- 
wirken, daB solche Gemische, wenn die Fermentzerstérung einiger- 
maBen fortgeschritten und daher der mit der Kontrolle gleich 
gehende Verdiinnungsgrad gering sein wiirde, nicht mehr belanglos 
waren fiir die h der SulfosalicylsiureeiweiBmischung. Um diese 
Schwierigkeit zu vermeiden, schlugen wir folgenden Weg ein. 

Die Fermentlésungen wurden einfach mit verschiedenen 
Mengen von "/, oder "/;, Ammoniak versetzt und nach etwa 
1 Minute mit "/,- oder "/,)-Salzsiure ein wenig iiberneutralisiert. 
Nunmehr wurde in dieser Lésung einerseits eine Labbestimmung, 
andererseits eine Pepsinbestimmung vorgenommen. Die ur- 
spriingliche Fermentlésung enthielt auf je 1 Pepsineinheit in 
verschiedenen Versuchen 100, 105, 114 Labeinheiten. Unser 
Kontrollferment enthalt definitionsgemaB auf je 1 Pepsineinheit 
100 Labeinheiten. Das Verhaltnis von Pepsin und Lab ist also 
in unserem Versuchspraparat und in unserer Kontrollésung 
innerhalb der Fehlergrenzen das gleiche. Nach Zusatz von ver- 
schiedenen Mengen Ammoniak und Salzsiure fanden sich folgende 
Mengen von Lab und Pepsin. 


Tabelle VI. 
Vergleich der Zerstérung von Lab und Pepsin durch Alkali. 














I | Dauer der | % des % des | Verhiiltnis 
Nr, || Zusats von | einwirkun: Pepsin E | urspriing | 24> | urspringl. | von Pepsin 
NH; incem| "in Min. | im com | Gehaite | imeem | "Gonsits | au Lab 
1 0 | 0 14,28 | 100 1500 100 1:105 
2 || 0,28 9/, | 1 Sa. 1. OF 1038 69 1:125 
31 0,3 /, 1 7,05 49 588 39,2 1: 83,4 
4 | 0,35 2/, 1 0,5 0,35 70,7 0,47 1: 141 
5| 0,4 9/, | 1 0 it s 0,53 ‘ne 
6 || 8,0 0/,, 1 11,4 82,6 960,0 | 64 1:84 
7 || 3.2 0/, 1 9,36 65 728,2 | 48,5 1:77 
8/35 %,); 1 4.8 33 538,0 | 35,86 | 1:112 
9|| 3,7 /,, 1 814 | 57 7726 | 51,5 | 1:95 











In diesen Versuchen wurde auf Einhaltung einer konstanten 
Temperatur oder genaue Abmessung der Zeit der Alkalieinwirkung 
kein besonderer Wert gelegt. Infolgedessen ist z. B. in dem Ver- 
such Nr. 8 weniger Ferment zerstért als in Versuch Nr.4. Es kam 
uns nur darauf an, die jeweilig noch vorhandene Menge von Lab 
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und Pepsin miteinander zu vergleichen, und da zeigte sich, daB 
in allen Versuchen das Verhialtnis von Lab und Pepsin innerhalb 
der Fehlergrenzen das gleiche geblieben war. Es schwankte nur 
zwischen 1 zu 77 und 1 zu 125, also nur um etwa + 25% des zu 
erwartenden Mittelwertes von 1 zu 100. Nur in dem Versuch 
Nr. 4 fanden wir das Verhaltnis 1 zu 141. Das ist aber gerade ein 
Versuch, in dem nur 0,5 Pepsineinheiten zur Bestimmung ge- 
langten und wo, nach der obigen Erérterung, die Bestimmung 
des Pepsins voraussichtlich einen zu kleinen Wert geben muBte. 
Wir kénnen daher behaupten, da — soweit es die Fehlerquellen 
der Methoden zu beurteilen gestatten — die Zerstérung von Lab 
und Pepsin stets gleichen Schritt halt. 

Diese Beobachtung ist von Interesse fiir die viel erérterte 
Frage nach der Identitaét von Lab und Pepsin. Wenn es gelungen 
ware, einen selbstindigen Verlauf der Zerstérung beider Fer- 
mente einwandfrei nachzuweisen, so ware damit die Tatsache 
ihrer Verschiedenheit eindeutig erwiesen. Dies ist aber nicht 
gelungen. 

Wir benutzten die Gelegenheit, um eine ahnliche Beobach- 
tung mit einer anderen Methode der Fermentzerstérung zu machen, 
der partiellen Adsorption des Ferments durch Kaolin. 


Tabelle VII. 
Vergleich der Adsorption von Lab und Pepsin durch Kaolin. 








| Pepsin Griibler Kaoli Lab E Pepsin HE 
Nr. || 2 proz. Lisung —— in eem in ecm Lab : Pepsin 

| in ccm = Pepsinlisung | Pepsinlésung 

ie 20 0 1600 12,45 133°) 

2 | 20 1 735 6,25 117 

3 | 20 1 600 5,55 108 

4 | 20 2 555 5,20 106 

5 | 203) 1 47,6 0.5 95,2 











Auch hier zeigt sich, daB innerhalb der Versuchsfehler das 
Verhaltnis von Lab und Pepsin stets das gleiche bleibt. 


Zusammenfassung. 
Die Untersuchung befaBt sich mit der Zerstérung des Lab- 
and Pepsinfermentes durch Alkali. Es werden zuniachst Methoden 





+) 0,4 proz. Pepsinlésung. 
2) Auch Versuch 1 aus Tabelle VI kann als Nullversuch hierzu 
betrachtet werden; hier ist der Wert 105. 
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zur quantitativen Bestimmung dieser Fermente ausgearbeitet. 
Sie beruhen darauf, daB durch Reihenversuche diejenige Ver- 
diinnung der zu untersuchenden Fermentlésung ermittelt wird, 
deren Wirkung zeitlich mit der einer stets gut reproduzierbaren 
Kontrollfermentlésung iibereinstimmt. Fir das Labferment wird 
die Gerinnung von mit Calciumchlorid versetzter Milch, fiir das 
Pepsin die allmihliche Aufhellung einer mit Sulfosalicylsiure 
getriibten EiweiBlésung beobachtet. 

Wird die Wasserstoffionenkonzentration einer Lablésung 
durch ein Phosphatgemisch festgelegt, so ist bei saurer Reaktion 
bis herunter zu py = 6 das Ferment so gut wie unbeschrinkt 


haltbar. Bei Anniherung an die neutrale Reaktion beginnt ziem- 
lich plétzlich eine schnelle, zunachst aber noch mit meSbarer 
Geschwindigkeit vor sich gehende Zerstérung des Ferments. 
Bei weiterer Abnahme der A wird diese Geschwindigkeit schnell 


unmeBbar groB. 

Der Verlauf der Labzerstérung bei gegebener A ist nicht 
der einer monomolekularen Reaktion. Vielmehr ist die Geschwin- 
digkeit der Zerstérung in jedem Augenblick proportional der 
1,5. Potenz der noch vorhandenen Fermentmenge. Das schon 
zerstorte Ferment beeinfluBt den Gang der Zerstérung nicht. 

Bei gegebener Fermentmenge ist die Zerstérungsgeschwindig- 
keit der 4. Potenz der H-Konzentration umgekehrt oder der 
4. Potenz der OH’-Konzentration direkt proportional. 

Vergleicht man die Zerstérungsgeschwindigkeit bei ver- 
schiedenen Temperaturen (25,5° und 36,8°), so wird die Zer- 
stérungsgeschwindigkeit gar nicht geiindert, wenn man Lésungen 
gleicher oh miteinander vergleicht (,,.physikalischer‘‘ Tempe- 
raturkoeffizient). Dagegen wird die Geschwindigkeit um das Ein- 
unddreiBigfache erhoht, wenn man Lésungen gleicher 4 mitein- 
ander vergleicht (,.p hysiologischer Temperaturkoeffizient). 
Der Temperaturkoeffizient der Reaktion fallt demnach sehr 
verschieden aus, ob man ihn fiir konstante A oder fiir konstante oh 
angibt. Fir konstante oh ist er praktisch gleich Null. Diese 
Formulierung ist rein physikalisch die berechtigtere, da man die 
OH’, nicht aber die H' als das zerstérende Agens annehmen muB. 
Die andere Formulierung hat aber eine gréBere physiologische 
Bedeutung, weil in K6rperfliissigkeiten die h von der Temperatur 
fast unabhangig ist, nicht aber die oh. 
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Die Zerstérung des Pepsins durch OH’ erfolgt stets pro- 
portional der des Labs. Ein selbstaindiger Verlauf der Zerstérung 
eines dieser beiden Fermente ist nicht festzustellen. Auch 
durch partielle Adsorption an Kaolin konnte eine Disproportio- 
nierung von Lab oder Pepsin nicht festgestellt werden. 

Die Kinetik der Labzerstérung durch OH’ liBt sich empirisch 


durch die Gleichung ausdriicken: 


dx 3 4 , 
— ——== £. g*. 4 
rr k-ax°-f[OH}*, 


wo x die zur Zeit ¢ noch vorhandene Fermentmenge bedeutet. 





Zur Narkosetheorie. 
(Entgegnung an H. Winterstein und J. Traube.) 


Von 
Erich Knaffl-Lenz. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 7. Februar 1920.) 


Traubes Hypothese, daB die Wirkung der Narkotica cine 
Funktion des Haftdruckes dieser Stoffe sei, veranlaBte eine Reihe 
von Untersuchungen, um festzustellen, ob die durch Temperatur- 
veranderungen bedingten Anderungen der Oberflichenspannung 
mit der narkotischen Wirkungsstirke gleichsinnig verlaufen. 
Wahrend v. Issekutz*) fand, daB die narkotische Kraft in allen 
Fallen symbat mit der Veranderung der Oberflachenspannung 
gehe, wurde von Knaffl-Lenz?), Unger*) und neuerdings 
von Winterstein‘) gezeigt, daB dies nicht der Fall sei, sondern 


daB mit steigender Temperatur auch in jenen Fallen die Ober- 
flachenspannung sich verringert, in welchen die narkotische Kraft 
bei Erhéhung der Temperatur abnimmt. Winterstein behauptet 
nun in seiner Veréffentlichung, daB Knaffl- Lenz ungleich- 
maBige Veranderungen fand, die keine Gesetzmabigkeit er- 
kennen lassen, und daB diese Kesultate durch eine schon von 
Traube®) beanstandete fehlerhafte Versuchsanordnung bedingt 


seien. 

Was die Einwainde Traubes betrifft, so sind sie ungerecht- 
fertigt, da man auch mit anders konstruierten Apparaten als dem 
Traubeschen Stalagmometer mindestens ebenso genaue Be- 
stimmungen ausfiihren kann, wie aus den Versuchen anderer 
Forscher hervorgeht*). In meinen Versuchen wurden die Be- 
stimmungen nicht mit dem Traubeschen Stalagmometer aus- 
gefihrt, da es fiir die Bestimmungen der Oberflachenspannung 
Lésung-Flissigkeit nicht brauchbar gewesen wire, sondern mit 
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einem nach den Angaben von Morgan abgeschragten Rohre. 
Es wurde aus einer Reihe sorgfiltigst zugeschliffener Réhren 
dasjenige ausgewahlt, welches sich fir diese Bestimmungen als 
ausgezeichnet brauchbar erwies. 

Aus den von mir wiedergegebenen Zahlen ist auch ohne 
weiteres ersichtlich, daB die so erhaltenen Werte nur Differenzen 
von 0,1—0,3% aufweisen, also eine Genauigkeit, die sonst bei 
allen quantitativen Bestimmungen als ausreichend bezeichnet 
wird. 

Auch die Behauptung Wintersteins, da8 ich bei Anderung 
der Temperatur nur ,,so geringfiigige Differenzen gefunden habe, 
da8B sie augenscheinlich in die Fehlergrenzen fallen und die Ge- 
nauigkeit der verwendeten Methodik als unzureichend erscheinen 
lassen‘‘, entspricht nicht den Tatsachen. Bei mehr als oberflich- 
licher Durchsicht der von mir gefundenen Zahlen ist ersichtlich, 
da8 aus meinen Resultaten dieselben Schliisse gezogen werden 
miissen, wie aus denen von Unger. Es ist daher itiberfliissig ge- 
wesen, diese Bestimmungen nochmals durch Frl. Hirschberg 
ausfiihren zu lassen. 

Nach der Theorie nimmt die Oberflichenspannung wasseriger 
Lésungen gegen Luft bei Erhéhung der Temperatur um 1° um 
ca. 0,2°% ab. In der folgenden Tabelle sind die von mir gefundenen 
und nach der Theorie berechneten Werte wiedergegeben. 


Gewicht von 10 Tropfen. 





10° 20° 30° 
Wasser 0,4311 0,4242 0,4169 gefunden 
0,4327 — 0,4157 berechnet 
Benzamid 0,4285 0,4189 0,4110 gefunden 
0,4272 _— 0,4106 berechnet 
Salicylamid 0,4226 0,4186 0,4106 gefunden 
0,4267 — 0,4103 berechnet 
Chloreton 0,3702 0,3636 0,3565 gefunden 
0,3708 —~ 0,3563 berechnet 
Diathylsulfon 0,4268 0,4190 0,4131 gefunden 
0,4274 — 0,4106 berechnet 
Urethan 0,4279 0,4205 0,4133 gefunden 
0,4289 — 0,4120 berechnet 
Orthoform 0,4258 0,4163 0,4123 gefunden 
0,4246 — 0,4080 berechnet 
Coffein 0,4263 0,4207 0,4128 gefunden 


0,4291 — 0,4123 berechnet 
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Die Werte wurden derart berechnet, daB zu bzw. von den 
bei 20° gefundenen Gewichten 2% addiert bzw. subtrahiert 
wurden. Obwohl die Temperaturen von 10° und 30° bei der ge- 
gebenen Versuchsanordnung nicht immer ganz genau eingehalten 
werden konnten, stimmen die Anderungen der Oberflichen- 
spannung mit den geforderten Werten sehr gut iiberein und zeigen 
dieselbe GesetzmaBigkeit, wie sie neuerdings Winterstein 
bestatigt hat. 

Winterstein diirfte bei flichtiger Durchsicht der auf 
Seite 71 meiner Arbeit wiedergegebenen Tabelle die Verhaltnis- 
zahlen, gewonnen aus dem Tropfengewicht der Lésung dividiert 
durch die Tropfengewichte von destilliertem Wasser, mit den 
soeben besprochenen Werten verwechselt haben. Diese Zahlen 
zeigen keine Gesetzmabigkeit und keine Proportionalitat zwischen 
narkotischer Kraft und Oberflachenspannung bei Anderung der 
Temperatur. 

Traube’) halt auf Grund seiner Untersuchungen daran 
fest, daB Narkotika quellungsférdernd wirken und nicht ent- 
quellend, wie ich angenommen habe. Seine Versuche beweisen 
jedoch nur, da8 durch Zusatz von Narkoticis zu Gelatinegelea 
die Gelbildung verzégert wird. Die quellungsbeférdernde 
Wirkung ist damit nicht bewiesen. Ein analoger Vorgang der 
Verlangsamung oder Sistierung von Krystallbildung aus gesat- 
tigten Lésungen bei Gegenwart von oberflichenaktiven Stoffen 
ist von Marc’) nachgewiesen. Meine Versuche an Gelatinen halt 
Traube ,,fiir derart roh“, daB er die SchluBfolgerungen nicht an- 
erkennen kann. Es ist seit langem bekannt, daB sowohl Muskeln 
als auch Gehirn, wenn sie Atherdimpfen ausgesetzt werden, 
nicht unbetrachtliche Mengen von Flissigkeit auspressen, daB 
also unter dem Einflusse der Atherdimpfe eine Entquellung statt- 
findet. Diese Tatsache hat mich veranlaBt, die analogen Versuche 
an Gelatinegallerten zu machen, die zu demselben Resultat ge- 
fiihrt haben. Ich benutzte dabei eine Methodik, wie sie von Hof - 
meister bei seinen Versuchen verwendet wurde. Es hat sich 
dabei gezeigt, da& Gelatinegele Ather aufnehmen, und es wurde 
daraus geschlossen, die Entquellung sei darauf zuriickzufihren, 
da8 das Quellungswasser Ather lést und daB Gelatine in ather- 
haltigem Wasser eine geringere Quellungsfihigkeit besitzt als 
in reinem Wasser. Es handelt sich also um eine Verdrangung des 
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Wassers aus den Gelen durch Ather, somit um eine Entquellung 
(Dehydratation). 

Traube fiihrt ferner aus meinen Versuchen zu seinen Gunsten 
an, da8 Blutkérperchen in Kochsalzlésungen mit geringem 
Alkoholzusatz bei nicht zu langer Einwirkung Volumsvergré- 
Berung zeigen und meint, daB dies keine andere Deutung zuliBt, 
als daB hier die Narkotica eine quellende Wirkung ausiiben. Aus 
meinen Versuchen geht aber hervor, da alle untersuchten Narko- 
tica eine Volumsabnahme der Blutkérperchen hervorrufen und 


die durch Hypotonie verursachte Quellung vollstindig hemmen 


kénnen. Bei Alkohol findet bei gewissen Konzentrationen wohl 
zuerst eine VolumsvergréBerung statt, die dann ins Gegenteil 
umschlagt, was seine Erklirung darin findet, daB der Alkohol 
schneller in die Blutkérperchen diosmiert als Wasser austritt. 
Die anfangliche Volumszunahme beruht auf Osmose, die Vo- 
lumsabnahme auf Entquellung. Dieser Versuch ist daher nicht 
im Sinne Traubeszu verwerten. Die anfingliche Volumszunahme 
ist auch in den Versuchen mit anderen Narkoticis, bei denen das 
Volumen der aufgenommenen Mengen im Vergleich zum Alkohol 
sehr gering ist, nicht nachweisbar gewesen. 

Auch eine Reihe von anderen Untersuchungen’), wonach 
narkotisch wirkende Substanzen bereits in sehr geringen Mengen 
Triibungen und Fallungen von hydrophilen Kolloiden hervorrufen, 
sprechen fiir eine Dehydratation. Auch die Befunde von Traube 
selbst), wonach zwischen Fallungskraft und Oberflachenspannung 
ein Parallelismus besteht, lassen sich doch nur in diesem Sinne 
deuten. Ebenso zeigen die Versuche von Winterstein"') ber 
die geringere Permeabilitéit von Muskelmembranen besonders 
fiir Wasser bei Gegenwart von Narkoticum, daB Narkotica ent- 
quellend wirken. Eine Verdichtung der Membran hat eine Ver- 
langsamung der Diffusion und Osmose zur Folge, wie aus mehreren 
Arbeiten hervorgeht!*). Besonders die Arbeiten von Flusin'%) 
zeigen den engen Zusammenhang zwischen Osmose und Quellungs- 
zustand der Membran. 

Eine reversible Permeabilitaétsverminderung der Zelle durch 
Narkotika, sei es durch Quellung oder durch Absorption der 
Narkotika an die Zellkolloide bedingt, muB den Austausch der 
Reaktionsprodukte der Zelle verlangsamen oder hemmen. Die 
reversiblen chemischen Prozesse in der Zelle miissen nach dem 
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Massenwirkungsgesetz zum Stillstand gelangen und damit die 
Lebenstitigkeit der Zelle voriibergehend abschwichen oder auf- 
heben, was zum Zustand der Narkose fiihrt. Die initiale Erregung 
bei der Narkose wiirde dem Entquellungsprozesse selbst, der 
erhéhten Flissigkeitsbewegung entsprechen. 

Diese Erklirung ist besser fundiert als die von Traube 
gegebene, wonach durch Quellung und VolumsvergréBerung 
ein Druck auf die Ganglienzellen ausgeiibt wird, der eine Ursache 
der Narkose sein soll. Es ist auch nicht bekannt, daB erhéhter 
Hirndruck Symptome der Narkose auslést. Soweit die klinischen 
Erfahrungen reichen, ist gerade das Gegenteil der Fall. 
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Uber die physiologische Verteilung des Zuckers auf Plasma 
und Kérperchen. 
Von 
R. Brinkmann und Fri. E. van Dam. 


(Aus dem physiologischen Institut der Reichsuniversitaét zu Groningen.) 


(Eingegangen am 8. Februar 1920.) 


In einer vor kurzem in dieser Zeitschrift erschienenen Arbeit ') 
teilen Falta und Richter- Quittner ihre Ansichten iiber die 
Verteilung der Glucose auf Plasma und Kérperchen mit; daneben 
sind auch Chloride und Reststickstoffkérper beriicksichtigt 
worden. Diese Autoren sind zu dem Schlusse gekommen, dab der 
Zucker sowohl im normalen wie im hyperglykimischen Blute 
sich ausschlieBlich im Plasma befindet und daB die Kérperchen 
normalerweise zuckerfrei sind. 

Die befolgte Methodik war die der Volumberechnung der 
Korperchen aus dem Zuckergehalt des Gesamtblutes und des 
Plasmas. 

Kurze Zeit vor Falta und Richter- Quittner sind wir 
bereits in einer Arbeit?), die von den genannten Autoren nicht 
mehr beriicksichtigt werden konnte, zu genau demselben Ergeb- 
nis gkommen. Wir fanden beim Froschblut und beim Menschen- 
blut die Kérperchen véllig zuckerfrei. Auch mittels osmotischer 
Experimente lieB sich der Nachweis fithren, daB die normalen 
Kérperchen des Menschen fiir Glucose impermeabel sind. Wir 
sind also ebenso wie jetzt Falta und Richter- Quittner von 
der Zuckerfreiheit der K6érperchen tiberzeugt. 

Wenn wir dann auch in dieser Zeitschrift noch auf das Pro- 
blem zuriickkommen, so ist es nicht, weil die genannten Versuche 
weiterer Bestitigungen bediirftig sind, sondern darum, da8 wir 


1) Diese Zeitschr. 100, 140. 1919. 
2) Arch. internat. de physiol. 15, 105. 1919. 
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in unserer Arbeit auch den engen Zusammenhang zwischen den 
ersten Phasen der Gerinnung und der Permeabilitat der K6rper- 
chen fiir Zucker gezeigt haben. Wir kénnen unsere diesbetreffen- 
den Resultate kurz in folgender Weise zusammenfassen : 


1. Die roten Blutkérperchen des Frosches enthalten keinen 
Zucker, solange die Gerinnung des Blutes nicht angefangen hat. 

2. Sobald aber dieselben Blutkérperchen einige Zeit mit dem 
gerinnenden Plasma in Beriihrung gewesen sind, sind sie permeabel 
fiir Zucker geworden. 

3. Auch beim Menschen sind die K6rperchen zuckerfrei, 
solange keine Gerinnung angefangen hat; mit den ersten Phasen 
der Gerinnung tritt aber Permeabilitat fiir Zucker ein. 

4. Die Impermeabilitat der Kérperchen wird nicht intakt 
gehalten im mit NaFl, Oxalat oder auch Hirudin versetzten Blute, 
weil diese Stoffe die allerersten Phasen der Gerinnung nicht 
hemmen. 

Der Unterschied zwischen unseren Ergebnissen und den- 
jenigen zahlreicher friiherer Autoren, welche die Blutkérperchen 
mehr oder weniger permeabel fanden, konnten wir damit er- 
klaren, daB letztere die K6érperchen niemals vor dem Eintritt- 
der Gerinnung von dem Plasma trennten. 

Falta und Richter-Quittner geben als Ursache des 
Permeabilitatseintritts den schadlichen EinfluB der gerinnungs- 
hemmenden Agenzien an (NaF, Citrat, Oxalat, Kalte); als un- 
schidliches Mittel bezeichnen sie das Hirudin. 

Nebenbei bemerken sie, daB das Blut sofort zentrifugiert 
werden muB. 

Wir sind geneigt nur diesem letzten Punkte Bedeutung 
zuzuschreiben. Einerseits konnten wir zeigen, da Ké6rperchen 
auch in NaFl-Blut ihre Impermeabilitat behalten kénnen, falls 
nur der Gerinnungsanfang verhindert wird; andererseits stellte 
es sich heraus, daB auch im Hirudinblut die Kérperchen permeabel 
werden, wenn man nicht die ersten Phasen der Gerinnung auf- 
zuschieben weiB. 

Haben doch schon andere Autoren mit Hirudinblut gearbeitet 
und doch die Kérperchen permeabel gefunden. 

Ein bequemes Mittel zur Hemmung des Gerinnungsanfangs 
fanden wir in dem Durchperlen von irgendeinem indifferenten 
Gase durch die Flissigkeit; wihrend dieser Durchleitung, die wir 
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um eine halbe Stunde fortsetzten, werden die Blutkérperchen 
immer impermeabel gefunden, auch wenn man mit NaFl-Blut 
arbeitet. 

Wenn Falta und Richter- Quittner auch im Serum 
nach der Gerinnung das totale Zuckerquantum fanden, kénnen 
wir das nur dadurch erkliren, da8 in dem gerinnenden Blute 
Serum und Ko6rperchen schnell getrennt wurden, und da8 nur 
eine geringe Diffusion in die Koérperchen mdglich war. Auch 
beim Froschblut findet man allen Zucker in dem Serum des 
spontan geronnenen Blutes; wird letzteres jedoch defibriniert, 
so findet eine weit intensivere Diffusion in die Kérperchen statt. 

Eine genaue Analyse des Zusammenhangs zwischen Ge- 


rinnungsanfang und Permeabilititseintritt koénnen wir zur Zeit 
noch nicht geben. Vielleicht ist gerade diese Permeabilitats- 
anderung die Ursache des Gerinnungsanfangs; wir hoffen noch 


einmal auf diesen interessanten Zusammenhang zuriickzu- 
kommen. 








Uber Veriinderungen der Titrationsaciditat, Oberflichen- 
spannung und Farbe von Wiirze und vergorener Wiirze 
dureh fraktionierte Ultrafiltration. 


Von 


Wilhelm Windisch und Walther Dietrich. 


(Aus dem chemisch-technologischen Laboratorium der Versuchs- und Lehr- 
anstalt fiir Brauerei, Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Februar 1920.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Bevor wir an die Anwendung der Titrationen mit oberflachen- 
aktiven Stoffen als Indicatoren auf physiologische Fliissigkeiten, 
iiber die in der naichsten Abhandlung berichtet wird, herantreten 
konnten, muBten wir als Vorarbeit die Veranderungen, die eine 
physiologische Fliissigkeit durch Ultrafiltration im Sinne des 
Titels der Arbeit erfihrt, verfolgen, und zwar in Beriicksichtigung 
der Tatsache, worauf schon in friheren Arbeiten') hingewiesen 
worden ist, daf man genaue Resultate mit den neuen Titrations- 
methoden nur in Lésungen erhalten kann, die relativ capillar- 
inaktiv sind. Nun sind aber die meisten physiologischen Fliissig- 
keiten ziemlich stark capillaraktiv, lassen sich aber durch Ultra- 
filtration inaktivieren, so daB man bei den neuen Titrations- 
methoden in der Hauptsache mit Ultrafiltraten arbeiten wird. 

Die folgenden Untersuchungen beziehen sich auf ungehopfte 
Bierwiirzen und die daraus durch Reinzuchtgarung hergestellten 
Biere. Es sind die folgenden Resultate, wie man zunichst an- 
nehmen kénnte, durchaus nicht nur von einseitiger Bedeutung 
fiir die Garungsgewerbe, sondern es werden sich auch ganz ahn- 
liche Feststellungen, wie wir sie an Wiirzen und Bieren machen 
konnten, an allen waBrigen Ausziigen, aus pflanzlichen und tieri- 
schen Geweben, z. B. Blutserum usw., machen lassen. 

3) Diese Zeitschr. 9%, 100, 101 usw. 
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Die Bierwiirze ist bekanntlich ein etwa 8—12proz. Extrakt 
des Gerstenmalzes, der aus letzterem durch Verzuckerung der 
Malzstirke und Peptisation der Eiwei®stoffe bei bestimmten 
Temperaturen als den beiden Hauptprozessen neben einer groBen 
Zahl sich abspielender Nebenprozesse gewonnen wird. Sie ent- 
halt demzufolge in der Hauptsache Kohlehydrate (Zucker und 
Dextrine), Stickstoffsubstanzen (Albumosen, Peptone und Amino- 
siuren) und endlich anorganische Salze, daneben natiirlich noch 
viele andere, in geringerer Menge vorkommende Stoffe des Pflanzen- 
organismus. 

Die Reaktion der Wiifze ist gegen Phenolphthalein sauer, 
wohl in der Hauptsache bedingt durch primaire Phosphate, da- 
neben vielleicht noch organische Séiuren und sauer reagierende 
EiweiBabbauprodukte. Bestimmt wurde bisher in der Wiirze 
fast allein die sogenannte Titrationsaciditat, also die Summe der 
aktuellen und potentiellen Wasserstoffionen und vereinzelt auch 
die Wasserstoffionenkonzentration, also die aktuellen Wasser- 
stoffionen allein. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir uns auch zuniachst auf 
die 'Titrationsaciditét, und zwar in der Liiersschen Versuchs- 
anordnung, beschriinkt, werden aber die gefundenen Resultate 
spiterhin durch Messungen der Wasserstoffionenkonzentration 
erganzen. 

Es sei zunichst auf die Methode der Aciditatbestimmung 
nach Liters etwas naher eingegangen. 

Wenn man zu einer Lésung von primarem Alkaliphosphat 
allmihlich Natronlauge zugibt, so tritt bekanntlich bei Anwen- 
dung von Phenolphthalein als Indicator der erste rote Farbton 
auf, wenn noch nicht alles primaire Phosphat in sekundires tiber- 
gegangen ist, also in der Lésung ein Gemisch von primarem und 


sekundirem Salz in einem ganz bestimmten Verhiltnis vorliegt, 


da die Wasserstoffionenkonzentration reinen sekundaren Phos- 
phats kleiner ist, als dem Umschlagspunkt des Phenolphthaleins 
entspricht. Man wiirde demnach, wenn man eine physiologische 
Flissigkeit, die primires Phosphat enthalt, mit Natronlauge 
titriert, eine geringere Laugenmenge brauchen, als zur Uberfithrung 
simtlichen primaren Phosphats in sekundires notwendig ist, 
im Falle nur bis zum Auftreten des ersten roten Farbtons titriert 
wird, Ist schon der Begriff des ersten roten Farbtons fiir jeden 


- 
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Beobachter ein individueller und damit nicht scharf definierter, 
so ist auch der Punkt als solcher nicht sehr geeignet zur Fest- 
legung der Titrationsaciditét von physiologischen Flissigkeiten, 
da diese infolge der nicht vollkommenen Austitrierung des pri- 
maren Phosphats zu niedrig ausfallt. 

Diese Nachteile vermeidet nun Liiers, indem er nicht bis 
zum ersten roten Farbton titriert, sondern einen dunkleren wahlt, 
der genau festgelegt ist und die Gewiahr gibt, daB simt- 
liches in der Lésung vorhandenes primare Phos- 
phat in sekunddres ibergefihrt ist. 

Die Ausfiihrung der Bestimmung geschieht in einem von 
Liiers konstruierten Acidimeter’), das in der Hauptsache aus 
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Abb. 1. 


4 plangeschliffenen, gleich groBen Glastrégen besteht, von denen, 
wie es die Abb. 1 zeigt, je 2 und 2 fest miteinander verbunden 
sind, die sich in einem Guckkasten befinden. Diese Versuchsan- 
ordnung gestattet nicht nur in farblosen, sondern auch in nicht 
zu dunkel gefirbten Flissigkeiten sehr genau den nach obiger 
Definition festgelegten Titrationspunkt zu bestimmen. Die Hand- 
habung des Apparates geschieht in der Weise, daB in den Trog II 
die rote, durch einen organischen Farbstoff von Liiers in obiger 
Weise definierte Standardlésung kommt, wahrend in Trog III 
und IV je 25 oder 50 ccm der zu titrierenden Flissigkeit gegeben 
werden. Sieht man jetzt durch den Apparat durch, so ist die 


1) Liiers, Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 1914, 8. 137 und W. Win- 
disch und W. Dietrich, Wochenschr. f. Brauerei 1918. 
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physiologische Flissigkeit in Trog IV durch die vorgelegte Farb- 
lésung rétlich gefirbt, waihrend die andere Seite ihre Eigenfarbe 
beibehalt. Man setzt jetzt zu 50 cem der physiologischen Flissig- 
keit in Trog III 5 cem Phenolphthaleinlésung nach Sérensen 
(0,5 g Phenolphthalein gelést in 500 ¢em Alkohol und 500 ccm 
Wasser) und, um die gleichen Verhialtnisse zu schaffen wie in Trog 
III, 5 com Wasser dem Trog IV zu. Dann beginnt die eigentliche 
Titration, indem man so lange "/,)-Lauge zu Trog III zusetzt, 
bis allmahlich eine Rétung der Fliissigkeit beginnt. Man liest nun 
die verbrauchten Kubikzentimeter Lauge ab und gibt die gleiche 
Menge Kubikzentimeter Lauge zu Trog IV zu, um wieder Uber- 
einstimmung mit Trog III zu erzielen (Zufarbung der Filiissig- 
keiten, Triibungen usw. durch die Natronlauge). Darauf titriert 
man nun in Trog III weiter, bis der Durchblick durch das Acidi- 
meter auf der rechten und linken Seite ein gleiches Bild (gleiche 
Rotfirbung) zeigt. Die verbrauchten Kubikzentimeter geben 
dann die Gesamtaciditat (Titrationsaciditaét) nach Liiers im oben 
definierten Sinne an. 

Wir sind auf die Beschreibung dieser Methode niher einge- 
gangen, da sie nicht nur fiir Wiirzen und Biere, sondern tiberhaupt 
fir alle physiologischen Flissigkeiten, wie z. B. Kaltwasser- 
ausziige aus Pflanzenmehlen'), gute Dienste leistet. Des ferneren 
sind die Trége auch ausgezeichnet zu vergleichenden Farbver- 
suchen von physiologischen Flissigkeiten zu verwenden. 

Fiir die Versuche dieser Arbeit ist der Apparat von uns 
etwas abgeindert worden. Bei den OriginalgréSenverhiltnissen 
des Liiersschen Apparates, wie sie aus der Abb. 1 erkenntlich 
sind, sind Fliissigkeitsmengen unter 20 ccm nur schwierig zu 
titrieren. Bei Untersuchungen von Ultrafiltraten, wie sie in dieser 
Arbeit ausgefiihrt wurden, und bei Untersuchungen von Blut- 
serum usw. stehen nun im allgemeinen Mengen von iiber 10 ccm 
kaum zur Verfiigung, was einer zu titrierenden Fliissigkeitsmenge 
von 5 cem entspricht, da ja in Trog III und IV gleiche Fliissig- 
keitsmengen kommen. 

Zur Titration kleiner Mengen lieBen wir den Doppeltrog 
III/IV in den Dimensionen der Abb. 2 herstellen und klebten 
dann den in der Zeichnung dick ausgezogenen Teil der Glaswand 
mit schwarzem Papier zu. Bei diesen Dimensionen des Acidi- 

1) W. Windisch und W. Dietrich, Wochenschr. f. Brauerei 1918. 
7* 
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meters bleiben die urspriinglichen MaBverhiltnisse (Schichtdicke 
der Farblésung und Titrationsfliissigkeiten) gewahrt, und trotz 
dem kann mit Mengen bis 2,5 ccm Titrationsfliissigkeit herab 
gearbeitet werden. 

Samtliche folgenden Versuche wurden mit einer hellen Vorder- 
wiirze durchgefiihrt, die vom Lauterbottich fortgenommen in 
kleine Flaschen (300 ccm bis 100 ccm) abgefiillt und dann durch 
dreimaliges Sterilisieren an aufeinanderfolgenden Tagen haltbar 
gemacht worden war. Die Wiirze zeigte 16,4% Bllg (Prozent 
Extraktgehalt) im Durchschnitt. Benutzt wurde sie nach mehr- 
monatigem Stehen, Fiir die Versuche wurde vorsichtig vom 
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Abb. 2. 


Bodensatz abgegossen und dann das abgefiillte Volumen auf das 
Doppelte verdiinnt, so daB es sich bei den Versuchen um eine 
etwa 8,2 proz. Wiirze handelte. Das Bier aus dieser Wiirze wurde 
in der Weise gewonnen, da Flaschchen der urspriinglichen Vorder- 
wirze mit untergiriger Reinzuchthefe U;, des Instituts fiir 
Girungsgewerbe in Berlin geimpft wurden und dann 4 Tage bei 
Zimmertemperatur girten. Nach dem AbgieBen von der Boden- 
satzhefe wurde wieder auf das Doppelte verdiinnt. 

Die folgenden Versuchsreihen behandeln zuniachst die Ver- 
anderung der Titrationsaciditét nach Liiers und der Ober- 
flachenspannung von Wiirze und Bier durch fraktionierte Ultra- 
filtration mit Bechholdschen Eisessigkollodiumfilter von 1%, 
3%, 4,5%, 6% und 7,5% Imprignation. Ultrafiltriert wurden 
jedesmal 20 ccm der urspriinglichen Fliissigkeit im groBen Bech - 
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holdschen Apparat ohne Riihrung bis zur beendigten Filtration 
mit Drucken von 2—3 Atm. bei den niedrigstprozentigen Filtern 
und von 8—10 Atm. bei den hochprozentigen. 

Titriert wurden nach Liers stets 5 ccm, wobei die */19- 
Lauge aus einer in Hundertstel Kubikzentimeter geteilten Biirette 
zugelassen wurde. 

1. Aciditat nach Liiers. 

5 eem Wiirze (Bllg® 8,4) 
Ultrafilte % : 0 :1,5 :3,0 :45 :60 :7,5 
‘ecm ®/,9-Lauge: 0,53 : 0,52 : 0,46 : 043 : 0,44: 041 
2. Aciditét nach Liiers. 
5 ccm Bier (Bllg® 2,0). 
Ultrafilter % : 0 :1,5 :3,0 :4,5 :6,0 :7,5 
com D/,-Lauge: 0,74 : 0,66 : 0,60 : 0,54 : 0,54 : 0,50 — 

Eine Probe des Bieres (150 cem) wurde 20 Minuten am Riick- 

fluBkihler gekocht, um festzustellen, inwieweit die beim Bier 





eingetretene Acidititsteigerung gegeniiber der Wiirze auf An- 
wesenheit von Kohlensiure zuriickzufiihren sei. Nach dem Ab- 
kiihlen wurde von dem ausgeschiedenen koagulierten Eiweib 
durch ein gewohnliches Faltenfilter abfiltriert und dann wie bei 
den vorigen Versuchsreihen verfahren. 


3. Aciditaét nach Liiers. 
5 ecm gekochtes Bier (Bllg® 2,0). 
Ultrafilter % =: 0 :1,5 3:30 :45 :60 :7,5 
com ®/,5-Lauge : 0,65 : 0,56 : 0,53 : 0,48 : 0,49 : 0,45 

Betrachtet man die aus den Tabellen sich ergebenden Re- 
sultate, so macht sich, wenn man zunichst von der fraktionierten 
Ultrafiltration absieht und nur die Zahlen unter Null betrachtet, 
eine bedeutende Acidititssteigerung von der Wiirze zum Bier 
bemerkbar, die nur zu einem Teil auf Kohlensiure, zum anderen 
Teil aber, wie Tabelle 3 zeigt, auf kochbestindige, nichtfliichtige, 
bei der Girung gebildete saure Stoffe zuriickzufiihren ist, eine 
Tatsache, die lange bekannt ist. 

Was die Resultate der fraktionierten Ultrafiltration anbe- 
trifft, so zeigt Tabelle 1, daB die Aciditaét zu rund 25% der Ge- 
samtmenge fraktioniert abfiltriert wird, also entweder durch 
Stoffe bedingt ist, die als solche auf dem Ultrafilter zuriickgehalten 
werden, weil sie aus Teilchen kolloidaler GréBenordnung bestehen, 
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oder die mechanisch nach dem Gibbsschen Theorem adsorbiert 
werden, trotzdem ihre TeilchengréBe im molekular-dispersen 
Gebiet liegt. 

Tabelle 2 und 3 zeigen dieselbe Erscheinung der fraktionierten 
Ultrafiltration der Aciditat bei Bier und gekochtem Bier. Die 
Acidititserhéhung gegeniiber Wiirze bleibt auch hier, selbst bei 
dem engsten Ultrafilter, erhalten. 


Gao 


3o ¥s 60 
Utrafilter Prozentgehalt 
Abb. 3. 


Die Versuchsergebnisse werden deutlicher, wenn man die 
Kurven der Abb. 3 betrachtet, die die Zahlen der drei obigen 
Tabellen veranschaulicht. 

Die Gesamtheit der Kurven zeigt die deutlich fallende Acidi- 
taitsskala Bier > gekochtes Bier ——+ Wiirze. 

Betrachtet man zunichst die Wiirzekurve, so sieht man, 
daB der Aciditatsabfall zwischen 0 und 1,5 sehr gering ist, dann 
stark zwischen 1,5 und 4,5 stattfindet, von 4,5—6,0 etwas an- 
steigt und dann wieder fallt. Sehen wir zuniachst einmal von dem 
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Aciditatsanstieg von 4,5—6,0 ab und nehmen die direkte Verbin- 
dungslinie (|) zwischen 4,5 und 7,5 als Kurvenverlauf an, 
indem wir voraussetzen, daB die Ultrafiltration mit 6proz. Filter 
ausgelassen worden ist, so wiirde die Kurve aussagen, daB die 
Hauptmenge der durch Ultrafilter zuriickhaltbaren Aciditat 
schon durch ein 3- bzw. 4,5 proz. Filter zuriickgehalten wird und 
ein geringerer Teil dann noch durch das 7,5 proz. Ziemlich stark 
saure Eigenschaften wiirden also Teilchen der GréBenordnung 
3 und 4,5 zeigen. 

Es ist nun interessant, da8 die Veranderung der Farbe der 
Wirze ungefahr analog mit dieser Kurve verliuft. Durch 1,5 proz. 
Filter tritt in der Hauptsache eine Klirung und nur eine ganz 
geringe Farbenaufhellung ein. Durch 3proz. Filter wird die 
Aufhellung stark (hellgelb), durch 4,5 proz. Filter tritt noch ein 
geringes Hellerwerden ein, durch 6proz. Filter lauft die Wirze 
dunkler als durch 4,5 proz. Filter, und am hellsten ist sie endlich 
nach der Filtration durch ein 7,5proz. Filter. Die Hauptmenge 
der eigentlichen Wiirzefarbstoffe wird also durch ein 3- bzw. 
4,5 proz. Filter abfiltriert. Die Farbe, die bis zum SchluB erhalten 
bleibt, ist dasselbe Gelb, das man bei Kaltwasserausziigen aus 
Gerstenmehlen sieht. Dieser krystalline Farbstoff wird also von 
der Gerste bis zum fertigen Biere mitgenommen, zeitweise ver- 
deckt durch kolloidale, wahrscheinlich beim Darren aus Zucker 
und EiweiBstoffen gebildete Farbstoffe. 

Die vergorene Wiirze (Bier) zeigt einen ganz ahnlichen Ver- 
lauf der Aciditiitskurve wie die Wiirze, nur daB dieselbe, der ver- 
mehrten Aciditit entsprechend, entfernter von der Abszissen- 
achse verliuft. Ganz natiirlich erklart sich die Erscheinung, 
da8 der Kurvenabfall zwischen Nullpunkt und 1,5 verhiltnis- 
maBig viel stirker ist als bei der Wiirze, aus der Tatsache, daB 
die freie Kohlensiure durch das 1,5proz. Ultrafilter aus dem 
Bier herausgepreBt wird. Im iibrigen verliuft sie fast parallel 
der Wiirzekurve. An der schon oben erwihnten Stelle zeigt auch 
sie wieder einen geknickten Verlauf. 

Zwischen diesen beiden Kurven verliuft nun die des gekoch- 
ten Bieres. Ihr Verlauf ist analog der des ungekochten Bieres, 
nur weniger weit von der Abszisse entfernt. Auffallig ist hier 
der zwischen Nullpunkt und 1,5 ebenso steile Verlauf wie bei der 
obersten Kurve, die hier nicht mehr mit Entfernung der freien 
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Kohlensaure zu erklaren ist, da diese schon durch das Kochen ent- 
fernt ist. Es mu8 sich hier um die Entfernung von durch das 
Kochen stark vergréberten sauren Teilchen handeln. Es sieht so 
aus, als ob saure Teilchen der GréBenordnung 3,0—4,5 zur 
GréBenordnung 1,5 hin verschoben worden sind, da sich in dem 
Teil 1,5—4,5 die Kurve hebt. Der starke Aciditatsabfall ist also 
durch das Kochen in ein gréber disperses Gebiet verschoben 
worden. 

Den in Wiirze und Bier nach der schiarfsten Ultrafiltration 
verbleibenden Hauptteil der Aciditét miissen wir wohl in der 
Hauptsache auf primire Phosphate bzw. organische Sauren, 
also molekular-disperse Systeme, zuriickfiihren. 

Die Abnahme der Farbenintensitit der beiden Biere verlief 
bei der Ultrafiltration ganz analog der Wiirze. 

Bevor wir auf eine Besprechung der méglichen Ursachen 
des geknickten Verlaufes der Kurven eingehen, wollen wir, da hier 
eine Wiederholung dieses Falles eintritt, erst die Veriinderung der 
Oberflichenspannungsverhialtnisse besprechen. 


la. Oberflachenspannung. 
5 ccm Wiirze. 


Ultrafilter % g@ oF se Ose: O07. 76 


Oberfliichenspannung: 76,0 : 78,0 : 88,0 : 96,5 : 94,5 : 107,0 





2a. Oberflichenspannung. 
5 cem Bier. 
Ultrafilter % Oe Te Bt 
Oberflichenspannung: 76,0 : 78,0 : 87,5 : 





3a. Oberflichenspannung. 
5 ccm gekochtes Bier. 
Ultrafilter % ay mere 2 30: 45: 60: 7,5 
Oberflichenspannung: 75,5 : 805 : 87,0 : 89,0 : 90,0 : 99,0 





Betrachtet man die Oberflaichenspannungswerte der Spalten 
0 der drei Versuchsreihen, also der unfiltrierten Wiirzen und Biere, 
so sieht man, daB die Oberflichenspannungsdepression von 
Wiirzen und Bieren gegeniiber dem Wasserwert betrichtlich ist. 
Auffallig ist, daB das Bier denselben Wert zeigt wie 
die Wiirze, trotzdem doch bei der Girung durchgrei- 
fende chemische Verinderungen vor sich gehen. 
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Die Oberflachenaktivitat der Wiirze mu8 hauptsichlich den 
EiweiBkérpern und ihren Abbauprodukten zugeschrieben werden, 
denn es besteht bekanntlich die fallende Stufenleiter Albu- 
mosen + Peptone,————> Aminosiauren der Oberflachenakti- 
vitat. Die Zucker und Dextrine sind capillarinaktiv. Bei dem 
Bier kommen zu .den capillaraktiven Korpern der Wiirze neue 
oberflachenaktive Kérper hinzu, der Alkohol (Athylalkohol) bzw. 
héhere Alkohole (Amylalkohol usw.) und Ester; zu gleicher Zeit 
gehen aber sicher durch Vermehrung der Hefensubstanz, also 
auch des Hefeneiweibes, oberflichenaktive Stickstoffkérper ver- 
loren und des ferneren auch durch Koagulationsvorgiange bei der 
Garung. Interessant ist nur, daB sich diese ganzen Vorginge, 
die entgegengesetzt sind, zum Schlu8 in ihrer Wirksamkeit auf 
die Oberflachenaktivitat ausgleichen. Wir haben diese Tatsache 
nicht nur in dem oben angefiihrten Fall beobachten kénnen, 
sondern auch bei vielen zu anderen Zwecken angestellten Gir- 





versuchen. 

Durch fraktionierte Ultrafiltration nahert sich die Ober- 
flichenspannung der Wiirze mehr und mehr dem Wasserwert. 
Das gleiche gilt fiir Bier und gekochtes Bier, nur daB die Inak- 
tivierung hier nicht so weit geht wie bei der Wiirze. Das wiirde 
also heiBen, bei der Wiirze ist die Oberflichenaktivitét so gut 
wie ausschlieBlich auf Kérper kolloidaler GréBenordnung zuriick- 
zufiihren, die vom Ultrafilter zuriickgehalten werden; bei dem 
Bier dagegen beteiligen sich auch in weitgehenderem MaBe mole- 
kular-disperse, nicht ultrafiltrierbare Stoffe. Es stimmt das mit 
den obigen Uberlegungen iiberein, da8 im Bier teilweise die 
Alkohole usw., die molekular-dispers sind, an Stelle der kolloi- 
dalen oberflachenaktiven Stickstoffkérper getreten sind. 

Die Tabellen sind nun auch wieder als Kurven auf Abb. 4 
eingetragen. Sie bestatigen das eben Gesagte. Betrachtet man die 
Kurven der Wiirze und des ungekochten Bieres, die bis auf den 
letzten Teil annaihernd zusammenlaufen, so sieht man, daB von 
0—1,5 nur ein geringes Ansteigen der Oberflachenspannung er- 
folgt, von 1,5—4,5 ein intensiveres Steigen einsetzt, das sich, 
wenn wir zunachst den Knick in der Kurve wieder nicht be- 
riicksichtigen, intensiv bis 7,5 fortsetzt. Von 4,5 ab erfolgt die 
deutliche Trennung der Wiirze- und Bierkurve durch den ge- 
bildeten Alkohol. 
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Was sagen diese beiden Kurven iiber die Beteiligung der 
einzelnen GréBenordnungen der oberflichenaktiven Stoffe, wie 
sie durch das Ultrafilter differenziert werden, an der Oberflaichen- 
aktivitat der Wiirze aus? Zu diesem Zweck muB man sich noch ein- 
mal vorstellen, daB bei einer oberflicheninaktiven Lésung der Zusatz 
der ersten Mengen einer oberflichenaktiven Substanz am stirk- 
sten spannungserniedrigend wirkt und dann fiir gleiche Mengen 
capillaraktiver Substanz die Depressionsdifferenz immer kleiner 
wird. Betrachten wir unter diesem Gesichtswinkel die Kurve der 
Wiirze, so kénnen wir sagen, daB die kleinsten Stickstoffteilchen 
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Abb. 4. 


relativ am wenigsten an der Oberflichenaktivitat beteiligt sind, 
trotzdem ja in dieser Region die Kurve am steilsten ist, die Teil- 
chen mittlerer GréBenordnung starker und die gréBten am aller- 
starksten, im Gegensatz zur Steilheit des Kurvenverlaufes. Ob 
es sich dabei um verstirkte Oberflichenaktivitat der gréBeren 
Teilchen als solche handelt oder um eine Vermehrung der Teilchen 
zahl, bleibe dahingestellt; wahrscheinlich fallt beides zusammen, 
denn in der Tat wissen wir ja, daB von den Aminosauren iiber die 
Peptone zu den Albumosen die Oberflachenaktivitét zunimmt und 
in derselben Reihenfolge auch eine VergréBerung der Teilchen 
anzunehmen ist. 

Der Beweis fiir die aufgestellte Behauptung liegt in folgen- 
dem: Die Wiirzekurve verliuft, wenn man mit der Betrachtung 
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oben rechts der Zeichnung beginnt, im ganzen ersten Teil konvex 
und erst zuletzt konkav. Aus friiheren Arbeiten wissen wir nun, 
daB eine normale Oberflaichenspannungskurve, wie man sie er- 
halt, wenn man zu Wasser immer gleiche Mengen capillaraktiver 
Substanz fortlaufend zusetzt, im ganzen Verlauf konkav ist, 


wie die Abb. 5 zeigt, wo die Kurve (-------- ) eine derartige normale 
Oberflachenspannungskurve darstellt, waihrend die ausgezogene 
(———) die Wiirzekurve ist, nur daB beide in umgekehrter Rich- 


tung wie in Abb. 4 eingetragen sind. Die beiden Kurven klaffen 
anfangs weit auseinander und nahern sich zum SchluB. Das be- 
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Abb. 5. 


weist die oben aufgestellte Behauptung. Es sind also wahrschein- 
lich Aminoséuren am wenigsten, Peptone starker und Albumosen 
am stairksten an der Oberflachenaktivitat beteiligt. 

Das gekochte Bier zeigt nun, gegeniiber dem ungekochten, 
einen stark verainderten Verlauf der Oberflichenspannungskurve. 
Es beruht das auf den durchgreifenden Veranderungen, die durch 
das Kochen unter den Eiwei8kérpern sich abspielen. — 

Interessant ist nun, daB sich der Knick in den Kurven, wie 
wir ihn bei 6,0 bei den Aciditatskurven durchweg feststellen konn- 
ten, sich bei den Oberflichenspannungskurven wiederholt, so 
daB sich damit erneut die Tatsache ergibt, daB ein 4,5 proz. 
weiterporiges Filter mehr Kolloide zuriickhalt als ein enger- 
poriges 6proz. Die Erklirung liegt vielleicht in folgendem: 
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Wie man wei’, nimmt die PorengréBe der Ultrafilter von 
1,5—7,5% Impragnation immer mehr ab. Wie wird sich ein 
Teilchen verhalten, das etwas gréBer ist als die Filterpore, durch 
die es hindurchgehen soll? Angenommen, es handelt sich um ein 
festes, kugelférmiges Teilchen, dessen Formelastizitat sehr groB 
ist, so wird sich dieses auf das Filter wie auf ein Sieb legen und 
trotz des auf ihm lastenden Filtrationsdruckes keine merkliche 
Formveranderung erleiden. Es wird die Filterpore wie ein auf- 
gelegter Deckel verschlieBen. Angenommen, das Teilchen ver- 
liere an Formelastizitat, d. h. es gibt einer es deformierenden Kraft 
leichter nach als das urspriingliche Teilchen, so wird der Fil- 
trationsdruck eine Deformation ausiiben und es dabei in die 
Filterpore etwas hineinquetschen. Das Teilchen wird dann sozu- 
sagen wie ein Pfropfen in der Filterpore sitzen. Angenommen, 
die Formelastizitat ginge mehr und mehr verloren, so nahert das 
Teilchen sich mehr und mehr dem fliissigen Zustand, und all- 
miihlich wird der Filtrationsdruck dasselbe durch die Filterpore 
hindurchpressen. Stellen wir uns das Teilchen in kolloidalen 
Dimensionen vor, so sehen wir in den besprochenen Zustands- 
anderungen den allmihlichen Ubergang eines Suspensoids in 
ein Emulsoid. Ein Teilchen, das gré8er ist als die Pore des betref- 
fenden Ultrafilters, wird also hindurchgepreBt werden, wenn der 
deformierende Druck gréBer ist als die Formelastizitat. 

In einer Wiirze werden wir nun Teilchen von ganz ver- 
schiedener GréBe und Formelastizitat haben, und zwar kann man 
wohl annehmen, daB die hochmolekularen EiweiBabbauprodukte, 
wie die Albumosen, sowohl ein gréBeres Molekil als auch eine 
gréBere Formelastizitat haben und daB diese beiden Eigenschaften 
mit weiterem Abbau iiber die Peptone zu den Aminosiauren ab- 
nehmen. Es wiirde also groBe TeilchengréBe mit groBer Form- 
elastizitat und kleine TeilchengréBe mit kleiner Formelastizitat 
zusammenfallen. Mittlere TeilchengréBe und noch deutliche 
Formelastizitét finde sich also bei den EiweiBabbauprodukten 
von mittlerer GréBenordnung, wie den Peptonen. 

Diese Uberlegungen erkléren nun den geknickten Verlauf 
der Aciditats- und Oberflichenspannungskurven. Die Poren der 
weitesten Filter (1,5 und 3%) werden, da hier Teilchen von relativ 
hoher Formelastizitat, die nicht pfropfenartig in die Poren hinein- 
getrieben werden kénnen, abfiltriert werden, nicht so verklebt 
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wie die Poren der FiltergréBe 4,5, wo Teilchen mittlerer Form- 
elastizitat und mittlerer GréBe, die den Partikeln der GréBenord- 
nung 1,5 und 3,0% zugemischt werden, pfropfenartig die Poren 
verschlieBen kénnen. Es wiirde demnach nur eine ganz kurze 
Zeit die wahre Porengrdéfe filtrierend wirken und dann das Filter 
nach eingetretener Verklebung als ein viel engeres Filter wirken, 
als es seiner Impragnation nach ist. Bei einem etwas engeren 
Filter, also 6proz. Imprignation, liegen die Verhiltnisse wieder 
giinstiger, da _ in- 
folge VergréBerung 
der Unterstiitzungs- 
fliche der mit obi- 
gen Eigenschaften 
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ausgestatteten Teil- N 
chender PorengréBe 5 ae 
4,5,infolge Verenge- 3 
rung des Poren- $ 
durchmessers dit N a 
Teilchen nicht so 8 


fest in die Lécher 
hineingepreBt wer- 
den kénnen. Sie 
wirken daher mehr 
deckelartig, wie die 
gréBeren Teilchen 
im Falle der Filter 
15% und 3,0%, 
worauf oben hingewiesen worden ist, waihrend die Teilchen der 
GréBenordnung 6% infoige ihrer schon stark verminderten Form- 
elastizitat durch diese Porenweite bei dem angewendeten Druck 
noch hindurchgequetscht werden. Beim Filter 7,5% ist nun die 
PorengréBe so gering geworden, daB der Druck nicht mehr aus- 
reicht, die Teilchen von geringer Formelastizitat, die durch 6 proz. 
Filter noch hindurchgepreBt werden, hindurchzudriicken, so da& 
hier wieder eine Vermehrung der herausfiltrierten Kolloide eintritt. 

In der folgenden Versuchsreihe haben wir festgestellt, einer 
welchen Verdiinnung einer normalen Wiirze mit der Oberflichen- 
spannung 76,5 und dem Extraktgehalt 8,6° Blig, die durch schirfste 
Ultrafiltration erreichte Entspannung von 107,0 entspricht, 


Lxtraktgeha/t 
Abb. 6. 
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indem die betreffende Wiirze immer wieder um das Doppelte 
verdiinnt wurde. 
Entspannung von Wiirze durch Verdiinnung. 


Blig® Extraktgehalt : 86: 48: 2,15: 1,07: 0,54: 0,27: 0,18: 0,07 
Oberflachenspannung : 76,5 : 60,5: 83,5 :90,5 : 95,0 :99,5 :108,0 : 1156 


Diese Tabelle ist als Kurve in Abb. 6 eingetragen. Die Kurve 





zeigt den normalen Verlauf einer Oberflichenspannungskurve, 
wie wir sie in einem der vorigen Absitze als normal definiert 
hatten. Durch die Ultrafiltration wird somit so viel an capillar- 
aktiver Substanz aus obigen ultrafiltrierten Wiirzen entfernt, 
wie in einer 0,1 proz. Wiirze normal vorhanden ist, denn eine 
0,1 proz. Wiirze und eine ultrafiltrierte 8,4proz. Wiirze zeigen 
annahernd denselben Oberflichenspannungswert. 


Zusammenfassung. 

1. Durch Ultrafiltration von Wiirze, Bier und gekochtem 
Bier durch ein Bechholdsches Filter von 7,5% Imprignation 
wird ein Teil der Titrationsaciditat entfernt, und zwar aus der 
Wiirze rund 25%, dem Bier 35% und dem gekochten Bier 30% 
der Gesamtaciditit. 

2. Durch fraktionierte Ultrafiltration wird die Wiirze und das 
Bier allmahlich weitgehend entspannt, und man kann annehmen, 
daB die kleinsten ultrafiltrierbaren Teilchen relativ am wenigsten, 
die mittleren stirker und die gré8ten am starksten an der Gesamt- 
oberflachenspannung der Fliissigkeiten beteiligt sind. 

3. Durch Vergirung der Wiirze wird trotz Neubildung capillar- 
aktiver Substanzen, wie Alkohole, Ester usw., und trotz der Ent- 
fernung capillaraktiver Substanzen durch die Assimilation von 
Stickstoffkérpern durch die Hefe und durch Koagulationsvorgange 
die Oberflaichenspannung bei der Garung nicht merklich geandert. 

4. Die Wirze- und Bierfarbstoffe sind von der GréBenord- 
nung, daB sie fast quantitativ durch ein 3proz. bzw. 4,5 proz. 
Filter zuriickgehalten werden. Die Ultrafiltrate von 4,5% ab 
haben die Farbe von Wasserausziigen aus Gerstenmehl. 

5. Sowohl bei Wiirze wie Bier halten gréberporige 4,5 proz. 
Ultrafilter mehr kolloidale oberflichenaktive Teilchen zuriick 
und entfernen auch mehr Aciditaét als engerporige 6 proz. Filter. 
Es wurde eine Erklarung fir diese Erscheinung auf Grund 
physikalisch-chemischer Eigenschaften der abfiltrierbaren Stoffe 
zu geben versucht. 





Zur Einwirkung von Diazomethan auf Aminosiuren. 


Von 
J. Herzig und Karl Landsteiner. 


(Eingegangen am 11. Februar 1920.) 


Im Zuge des einschlagigen Studiums der EiweiBstoffe haben 
wir!) im Marz 1914 Versuche des Herrn Schuster zur Methy- 
lierung von Aminosauren mittels Diazomethan angekiindigt und 
einige Resultate bereits mitgeteilt. Bald nachher (Juni 1914) 
haben Geake und Nierenstein?®) eine Untersuchung der Ein- 
wirkung von Diazomethan auf Aminosduren ver6ffentlicht. 
Sie fanden, daB die Siuren zum gréBten Teil unveraindert und 
ungelést zuriickbleiben. Der kleinere, oft wenige Prozente be- 
tragende, verinderte lésliche Teil soll nach ihren Erfahrungen 
weder der Aminosiiuremethylester noch ein am Stickstoff methy- 
liertes Produkt sein. In diesem Verhalten erblicken sie einen di- 
rekten Beweis fiir die oft diskutierte Betainformel I der Amino- 
sauren y CO. 

I R-CH O 
\NH,/ 

Herr Schuster hat vom Beginn an sich auf die Aufklarung 
des in Reaktion getretenen Anteils beschrankt. Er hat nach seiner 
Riickkehr aus dem Felde seine Versuche erginzt und beendigt. 
Seine Beobachtungen gehen dahin, daB die Annahme von Geake 
und Nierenstein, wonach der lésliche Teil weder Methoxyl- 
noch Methylimidreste enthalten sollte, in dieser allgemeinen 
Fassung nicht zutreffend ist. 

Glykokoll. Bei der Einwirkung von Diazomethan blieb die 
Hauptmenge ungelést. Die Methoxylzahl des léslichen Teiles war 
fast Null, wihrend die Methylimidbestimmung ein sehr kleines 
Plus gegen die Zahl, welche Glykokoll selbst liefert, ergab. 


1) Diese Zeitschr. 61, 463. 1914. 
%) Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 149. 1914. 
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Glykokoll selbst 1,58°/, CH, an N geb. Mit CH,N, behandelt’ 3,20°/, 
CH, an N geb. 

Geake und Nierenstein fanden 94° unverindertes Glykokoll. 

Hippursiure. Das Verhalten des Glykokolls hat die Unter- 
suchung der Hippursiiure nahegelegt. Der EinfluB der Benzoyl- 
gruppe erwies sich in der Tat als sehr bedeutend. Es entsteht, 
wie schon seinerzeit!) mitgeteilt, der Hauptmenge nach der 
Hippursdéuremethylester. 

Die Hippursiure besaB den richtigen Schmelzpunkt und die 
Methoxylbestimmung ergab ein rein negatives Resultat. Mit 
Diazomethan trat eine ziemlich glatte Reaktion ein. Nach dem 
Abdestillieren des iiberschiissigen Diazomethans hinterblieb eine 
kristallinische Verbindung vom Schmelzpunkt 73—-75° (Hippur- 
siuremethylester 80,5°). Die rohe nicht gereinigte Substanz ergab 
(im Vakuum bis zur Konstanz getr.) folgende analytische Daten: 


Ber. OCH; 16,06 
Gef. OCH, 17,66 


Die Zahl fiir CH, an N geb. war nahezu dieselbe wie bei der Hippur- 
siure selbst. 

Durch eine weitere Behandlung mit Diazomethan hat sich keine 
wesentliche Veranderung dieser Werte ergeben. 

Alanin. Der gréBte Teil der Substanz blieb nach der Einwir- 
kung von Diazomethan ungelést. Der ldsliche Teil lieferte ein 
Ol, welches im Vakuum bis zur Konstanz gebracht werden konnte. 

Bei der Analyse wurde der Gehalt an OCH, zu 3,79% ge- 
funden, waihrend die Methylimidbestimmung verungliickte. Fir 
die Erkenntnis des Ganges der Reaktion ist die Methoxylzahl 
allein geniigend, und es ist daher die Analyse nicht wiederholt 
worden, 

Geake und Nierenstein haben 80% unverwendetes Alanin 
beobachtet. 

Phenylalanin. Die Wirkung der Phenylgruppe auf die Re- 
aktionsfihigkeit ist hier ebenso deutlich wie die des Benzoy]l- 
restes in der Hippursaure. 

Das bei der Einwirkung von Diazomethan entstehende Ol 
gab bei der Analyse (vakuumtrocken) folgende Daten: 


/NH- CH; Ber. OCH; 16,06 CH; an CH; geb. 7,77 
\COOCH, Gef. OCH, 15,18 CH, an CH, geb. 4,28 


H,C, - CO. NH - CH, - COOCH, 


H,C,- CH, - CH 


yl. 
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Leucin. Bei der Einwirkung ist das Bild rein auBerlich wie 
beim Glykokoll. In der Tat fanden Geake und Nierenstein 
in Athersuspension 65%, in Aceton 90% des unverinderten Leu- 
cins. 

Das Resultat ist wesentlich anders, wenn man die Analyse 
des in Lésung gegangenen Teiles des Reaktionsproduktes beriick- 
sichtigt. Die Zahlen waren beim vakuumtrockenen Stoff folgende: 

H,C. / NHCH; Ber. OCH, 23,64 CH; an N geb. 10,3 
H,C/ \COOCH,  Gef. OCH, 24,74 CH, an N geb. 5,84 

Glutaminsaéure. Von den bisher untersuchten Aminoséuren 
nimmt die Glutaminsaiure eine Ausnahmestellung ein. Sie ging 
im Verlaufe der Einwirkung vollkommen in Lésung, und selbst 
nach zweitigigem Stehen ist noch immer etwas tberschiissiges 
Diazomethan nachweisbar. Trotz des Uberschusses und trotz 
der vollkommenen Lésung ist die Reaktion nicht zu Ende ge- 


CH. CH,CH 


gangen. 
Die Analyse der vakuumtrockenen Substanz lieferte folgende 


Zahlen: Berechnet fiir 





sauren Ester neutralen Ester Gefunden 
OCH, 19,24 35,43 25,05 

Die Verhiltnisse liegen also ahnlich wie bei der Einwirkung 
von 1—3proz. methylalkoholischer Salzsiure auf Glutaminsaure, 
wobei auch ja hauptsichlich der saure Ester entsteht. Die ge- 
fundenen Werte fiir das CH, an N gebunden sind nahezu die 
gleichen, wie bei der Glutaminsaure selbst. 

Tyrosin. Der Verlauf der Reaktion war der Art, daB ein Teil 
des Tyrosins ungelést blieb, wihrend der geléste Teil nach dem 
Abdestillieren des iiberschiissigen Athers als Ol vorhanden war, 
welches bis zur Konstanz getrocknet und analysiert werden 
konnte. 

Die analytischen Daten sind folgende: 
y/NH-CH; Ber. OCH, 27,8 CH, an N geb. 6,73 

\COOCH,  Gef. OCH, 27,4 CH, an N geb. 5,44 

Neuerdings mit Diazomethan behandelt lieferte das Ol vakuum- 
trocken folgende Werte: 

27,98% OCH, und 5,73% CH, an N geb. 


H,CO . H,C, ° CH, ’ Cc 


Bei der Untersuchung eines Tyrosins von anderer Provenienz wurden 
ganz ahnliche Resultate erhalten. 
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Das © scheint unzersetzt destillierbar zu sein, doch konnte 
wegen Materialmangels eine Reinigung durch Destillation nicht 
unternommen werden. 

Die beschriebenen Reaktionsprodukte der Aminoséuren 
stellen meist Ole dar, welche nur schwer gereinigt werden konnten. 
Halogenhydrate, Pikrate usw., sind bis jetzt, vielleicht wegen der 
geringen zur Verfiigung stehenden Menge, in brauchbarer Form 
nicht erhalten worden. 

Zusammenfassend kann man iiber das Resultat dieser Ver- 
suche folgendes aussagen: 

Nahezu vollkommen nicht substituierbar sind nur die beiden 
niedersten Aminosaiuren, Glykokoll und Alanin, bei beiden zeigt 
sich aber deutlich die Einwirkung des Eintrittes einer negativen 
Gruppe auf die Reaktionsfihigkeit gegen Diazomethan. 

Bei den anderen untersuchten Aminosiuren sind die Sub- 
stitutionen in der Carboxylgruppe und am Stickstoff auseinander- 
zuhalten. Die Carboxylgruppen reagieren zumeist fast vollstindig, 
wahrend die Substitution am Stickstoff nur sehr trige verlauft. 
Das Vorhandensein als freie Aminosiure ist allerdings schon durch 
die Reaktionsfihigkeit der Carboxylgruppe wahrscheinlich ge- 
macht, wihrend der Eintritt des Methylrestes am Stickstoff aus 
anderen noch unbekannten Griinden verhindert werden kann. 

Will man die Reaktionslosigkeit gegen Diazomethan in 
iitherischer Suspension mit Geake und Nierenstein als Beweis 
fiir die betainartige Struktur einer Aminosiure gelten lassen, 
so kénnte man dieselbe nur dem Glykokoll und vielleicht noch 
dem Alanin zuschreiben, wahrend bei allen anderen bisher unter- 
suchten Aminosiuren ein Gleichgewicht zwischen der betain- 
artigen und der gewéhnlichen Formulierung angenommen werden 
miiBte. 

DaB die Ursache der Widerstandsfahigkeit der Aminosduren 
gegen Diazomethan tatsichlich in der betainartigen Bindungsweise 
derselben liegt, scheint allerdings aus dem Verhalten der Glu- 
taminsaéure hervorzugehen, da eine Carboxylgruppe voll und 
glatt reagiert und die Schwierigkeiten sich erst bei der Atherifi- 
zierung der zweiten Gruppe ergeben. 


1) Monatshefte f. Chemie 39, 278. 1918. 





Erwiderung an Herrn Wolfgang Heubner’). 
Von 


J. Traube. 


(Aus der Technischen Hochschule zu Charlottenburg.) 
(Eingegangen am 12. Februar 1920.) 


Damit nicht Schweigen als Zustimmung gedeutet wird, sehe ich mich 
zu folgender kurzen Erwiderung der Bemerkungen des Herrn Heubner 
zu meiner Abhandlung iiber die physikalische Theorie der Arzneimittel- 
und Giftwirkung*) veranlaBt. 

Wie man in den Theorien der Firbungsvorgange von jeher 
physikalische und chemische Anschauungen einander gegeniiberstellte, 
so ist dies auch in der Pharmakologie angiangig, und es ist hier um so 
mehr erwiinscht, einmal mit Nachdruck den physikalischen Stand- 
punkt hervorzuheben, als auf diesem Gebiete bisher im groBen und ganzen 
chemische Gesichtspunkte nahezu allein ausschlaggebend gewesen sind. 

Wie in den Theorien der Fiirbung nach Entwicklung insbesondere 
der Kolloidlehre die Vertreter der chemischen Theorien immer mehr 
in die Enge getrieben wurden und die rein chemischen Betrachtungen 
ber die Firbungsvorginge immer mehr zuriicktraten und physikalischen 
Betrachtungen iiber Quellung, Dispersitatsinderung, Flockung, Adsorption 
usw. weichen muSten, so wird dies auch in der Pharmakologie der Fall 
sein, und Herr He ubner sowie sonstige allzu chemisch empfindende Phar- 
makologen werden es sich gefallen lassen miissen, daB man fiir etliche 
Arzneimittelklassen, ganz besonders fiir die ,,homéopathisch wirkenden 
Arzneimittel (Alkaloide, Desinfizienzien, Narkotica, Excitanzien usw.), 
anstatt der chemischen Wirkungen in erster Linie physikalische 
Wirkungen (wie Quellung, Flockung, Adsorption, katalytische Wirkung 
usw.) zugrunde legt. Es sei daran erinnert, daB bereits auf einem mit der 
Pharmakologie im engsten Zusammenhang stehenden Gebiete, der Immuni- 
tatslehre, der Lehre von den Toxinen und Antitoxinen, die chemischen 
Theorien Ehrlichs den neuen kolloidphysikalischen Anschauungen 
haben weichen miissen, und der Verfasser dieser Mitteilung darf darauf 
hinweisen, daB zu einer Zeit, als Ehrlichs Ansichten in Deutschland 
noch nahezu allgemein das Feld behaupteten, er nachdriicklich auf die 
Unhaltbarkeit der Seitenkettentheorie*) hingewiesen hat. 

Herr Heubner meint, da8 man die Begriffe ,,chemisch“ und ,,physi- 
kalisch“ nicht scharf fassen kénne. Das ist ohne weiteres zuzugeben. 
Es wurde von mir mit aller Deutlichkeit darauf hingewiesen, daB in letzter 

1) Heubner, diese Zeitschr. 101, 54. 1919. 

2) Traube, diese Zeitschr. 98, 177. 1919. 

8) Traube, Uber die Resonanztheorie, eine physikalische Theorie 
der Immunititserscheinungen. Zeitschr. f. Immunitatsforsch. u. exp. 
Therap. 9, 246. 1912. 

g* 
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Linie die physikalischen Krafte der Oberflichenspannung und Kohision 
auf dieselbe Ursache zuriickzufiihren sind wie die chemischen Krafte?). 
Und doch wei jeder oder sollte ein jeder wissen, was bei dem heutigen 
Stande der Wissenschaft unter physikalischen und chemischen Kraften 
verstanden wird. Die chemischen Affinititswirkungen erfolgen nach 
festen Proportionen, wahrend auf dem Gebiete der physikalischen Wir- 
kungen (Quellung, Flockung, Adsorption usw.) die Fundamentalgesetze 
der Chemie ungiiltig sind. 

Diese allgemeinen Bemerkungen mégen geniigen. Was die speziellen 
Bemerkungen Herrn He ubners betrifft hinsichtlich meiner Ausfiihrungen 
zu den Arbeiten von Ishizaka und Schwalb, so sehe ich mich nicht ver- 
anlaBt, in irgendeiner Richtung meinen Standpunkt zu andern. Ich bleibe 
bei der Ansicht, daB ein Stoff wie das Thymol in bezug auf Hamolyse, 
Narkose usw. in erster Linie physikalisch wirksam ist, wobei gern zugegeben 
werden kann, da8 die Phenolnatur dieses Stoffes die Himolyse besonders 
begiinstigt, weil die geringste Aciditaét oder Alkalitéit beispielsweise die 
Quellung sehr erheblich erhdéht. 

Die verschiedene Wirkung optischer Antipoden kann man mit gréBerem 
Recht physikalisch als chemisch deuten, und wenn Herr Heubner glaubt, 
die sehr verschiedene Wirkung der cyclischen Seitenkettenamine lediglich 
chemisch deuten zu sollen, so teile ich diese Ansicht keineswegs, ohne mich 
in spezielleren Betrachtungen festlegen zu wollen. 

Der Vorwurf des Herrn Heubner, daB ich an Stelle des einen Ex- 
trems ein anderes setzen wolle, ist durchaus unberechtigt. Niemals leugne 
ich, daB zahlreiche Arzneimittel chemische Wirkungen in unserem K6rper 
ausiiben, aber ebensosehr bleibe ich auch der Meinung, daB fiir zahlreiche 
Arzneimittel die chemische Konstitution nur insoweit bedeutungsvoll 
ist, als sie die physikalischen Eigenschaften und Wirkungen der Stoffe 
bestimmt, und es ist durchaus nicht iiberfliissig, die Herren Che mothera- 
peuten hierauf und auf die Bedeutung der physikalischen Eigenschaften 
mit allem Nachdruck aufmerksam zu machen, auch nochmals auf den 
Wert eines mehr physikalischen pharmakologischen Lehrbuchs hinzuweisen. 
Selbst auf die Gefahr hin, da8 dieser Ausspruch Herrn Heubners Billi- 
gung nicht findet, bemerke ich nochmals, daB in etlichen Fallen Tierversuche 
hatten erspart werden kénnen, wenn man vorher das Stalagmometer befragt 
hatte, einen Apparat, dessen Wert fiir mancherlei biologische Probleme 
ja anerkannt wurde. Die Behauptung, im allgemeinen MaBe Tierversuche 
durch stalagmometrische Messungen zu ersetzen, ist niemals erfolgt, und 
wenn Herr Heubner seine Mitteilung mit den emphatischen Worten 
schlieBt: ,,Ein lebender Organismus ist ganz gewiB kein Reagensglas, 
aber noch viel weniger ein Stalagmometer“, so wird es niemand 
unter uns geben, der die Wahrheit dieses Satzes bezweifelt, aber auch 
niemand, der so téricht ware, derartiges zu behaupten. 


1) Siehe Traube, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 1594. 1909 und 
Uber Balloelektrizitat, Molekularkrafte und elektrische Krafte. Ann. 
d. Phys., etwa gleichzeitig erscheinend. 









Chinin und Blut. 
II. Mitteilung. 






Chininwirkung und paroxysmale Hiimoglobinurie. 






Von 






Stefan Rusznyak. 






(Aus der IIT. med. Klinik der Universitat in Budapest.) 






(Eingegangen am 13. Februar 1920.) 










Vor kurzem konnte ich mitteilen?), daB rote Blutkérperchen 
in Gegenwart von Chinin durch Kohlensiure aufgelést werden. 
Es wurde auch auf die Méglichkeit hingewiesen, daB diese Er- 
scheinung im Mechanismus des Schwarzwasserfiebers eine Rolle 







spielen kénnte. Aus Untersuchungen von Hymans van den . 
Bergh?), dessen Befunde von Krokiewicz’) bestatigt wurden, 
geht hervor, da8 ahnliche Phinomene auch bei der paroxysmalen 
Hamoglobinurie auftreten. Van den Bergh fand niamlich, 
daB das Blut von Kranken mit paroxysmaler Haimoglobinurie 
bei Zimmertemperatur durch Kohlensiure aufgelést wird, wah- 
rend ahnlich behandeltes normales Blut unverindert bleibt. 
Das Blut dieser Patienten Verhalt sich also wie ein mit Chinin 
versetztes. Es war demnach von Interesse, die Versuche von 
Hymans van den Bergh mit chininhaltigem Blute zu wieder- 
holen und die Ahnlichkeiten und Unterschiede dieser anscheinend 
verwandten Erscheinungen zu untersuchen. 

Ich habe mich genau an die Methodik von Hymans van 
den Bergh gehalten, deren Einzelheiten in seiner interessanten 
Arbeit zu finden sind. Ich iibernehme auch seine Bezeichnungen 
8 und ,,e“ = Normalserum und normale Blutkérperchen- 
emulsion, nur bedeuten bei meinen Versuchen ,,S“ und ,,E“ 
natiirlich nicht Patientenserum und Patientenblutkérperchen, 
















1) Diese Zeitschr. 104, 9. 1920. 
2) Berl. klin. Wochenschr. 1909, Nr. 27 u. 35. 
8) Wien. klin. Wochenschr. 1911, Nr. 14. 
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sondern Serum und Blutkérperchen eines mit Chinin hydrochl. 
versetzten Blutes. Die Chininkonzentration betrug in allen meinen 
Versuchen 1 : 600. Die Blutportionen stammen durchweg von 
Kranken mit Nephrosklerose. Die Ergebnisse werden vielleicht am 
besten iibersichtlich, wenn ich die Tabelle von van den Bergh 
hier reproduziere und mit den seinen auch parallel meine Befunde 


darin anmerke. Befund von vanden_ Eigener 


Bergh bei paroxysm. Befund bei 
Haimoglobinurie Chininblut 
{ wihrend 2 Std. bei 16°C in CO, Hiimolyse Hiamolyse 
2 37°C in CO, (3) 8 
2 16°C an der Luft 6 i) 
2 16°C in CO, 0 8 
2 16°C in CO, 6 Hiimolyse 
2 16°C in CO, Hiamolyse 6 
2 37° C in CO, i) 8 
Pm 2 16°C an der Luft 6 6 


PHSarr Ss Pe 


Aus der ersten Reihe ist zunichst ersichtlich, daB sowohl mit 
Chinin versetztes Blut wie auch das Blut der Kranken mit 
paroxysmaler Hamoglobinurie durch CO, hamolysiert werden. 
Diese Wirkung kommt nicht zustande — wie die zweite Reihe 
zeigt —, wenn das Blut wihrend des Versuches auf 37° erwarmt 
wird. Die Ursache dieser Erscheinung ist wahrscheinlich der 
Umstand, da8 der Absorptionskoeffizient der Kohlensiure mit 
steigender Temperatur abnimmt. Reihe 3 und 4 sind Kontrollen, 
welche besagen, daB einerseits Chinin- und Krankenblut ohne 
Kohlensaure stundenlang unverindert bleiben, andererseits nor- 
males Blut durch CO, nicht gelést wird. 

Durch die nachsten beiden Reihen wird die Frage entschieden, 
ob die Substanz, welche das Blut gegeniiber von Kohlensdure 
, Sensibilisiert‘‘, sich im Serum oder in den roten Blutkérperchen 
befindet. Hier tritt nun ein prinzipieller Unterschied zwischen 
Chininblut und Krankenblut zutage, denn wihrend van den 
Bergh diese Substanz im Serum vorfand, findet sich in meinen 
Versuchen nur eine Veranderung der roten Blutkérperchen, 
und das abpipettierte Serum erwies sich gegeniiber von normalen 
Blutkérperchen als véllig wirkungslos. 

Die beiden letzten Versuchsreihen wurden nur der Voll- 
standigkeit halber ausgefiihrt und ergaben — wie das zu erwarten 
war — ein negatives Resultat. 
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Die Beobachtung, daB in meinen Versuchen das Chinin den 
roten Blutkérperchen anhaftet, stimmt gut mit den bekannten 
Befunden von Morgenroth und Ginsberg!) iiberein, welche 
fanden, daB das Chinin in kurzer Zeit durch die roten Blutkérper- 
chen gebunden wird. Ich konnte das auch auf folgende Weise 
zeigen: Normale gewaschene Blutkérperchen, in physiologischer 
Kochsalzlésung aufgeschwemmt, bleiben in einer CO,-Atmosphire 
unverandert, wahrend aus einem mit Chinin versetzten Blute 
isolierte und gewaschene Blutkérperchen aufgelést werden. 
Bei der paroxysmalen Hiamoglobinurie, bei welcher sich die 
»Sensibilisierende“* Substanz im Serum befindet, verhalten sich 
die gewaschenen Blutkérperchen der Patienten — wie van den 
Bergh fand — genau wie die normalen. 

Zusammenfassung. Mit Chinin versetztes Blut verhilt 
sich in mancher Hinsicht ahnlich dem Blute eines Kranken mit 
paroxysmaler Haimoglobinurie. Beide werden durch CO, hamo- 
lysiert, bei beiden bleibt diese Wirkung bei 37° aus. Ein prinzi- 
pieller Unterschied besteht jedoch zwischen beiden darin, da8 
das Chinin sich an die roten Blutkérperchen bindet, waihrend die 
unbekannte Substanz bei der Himoglobinurie sich im Serum 
befindet. 

43) Berl. klin. Wochenschr. 1912, Nr. 46 und 1913, Nr. 8. 





Uber die Einwirkung von Elektrolyten auf die Ricin- 
Hamagglutination. 


Von 
Peter Rona und Paul Gyérgy. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des stidt. Krankenhauses am Urban, 
Berlin. ) 


(Eingegangen am 14. Februar 1920.) 


In der Erklarung ihrer Befunde bei der Beeinflussung der 
Ausflockung von Suspensionskolloiden durch capillaraktive 
Nichtelektrolyte gelangten H. Freundlich und einer von uns 
(R.) zu der Annahme, da8 durch Zufiigen von Nichtelektrolyten 
die Dielektrizititskonstante des Dispersionsmittels und damit 
parallel die Ladung der suspendierten Teilchen vermindert und 


die Stabilitat der Suspensionen schon bei einer geringeren Salz- 
konzentration aufgehoben wird als bei Abwesenheit des Nicht- 
elektrolyten. Die Capillaraktivitit der Nichtelektrolyte bewirkt 
eine Anreicherung (Adsorption) dieser Kérper an der Grenzschicht 
der zwei Phasen, die als Sitz der Hel mholtzschen elektrischen 
Doppelschicht somit der elektrischen Ladung zu betrachten ist. 
Die verminderte elektrische Ladung findet ihren Ausdruck in 
einer ,,groBeren Empfindlichkeit“, einer ,,Sensibilisierung“ der 
Suspension gegeniiber dem ausflockenden Salz, da die zur Aus- 
flockung erforderliche Entladung der Teilchen bereits bei einer 
geringeren Salzkonzentration erfolgt. 

Es lag nun nahe, einige biologisch wichtige Vorginge, z. B. 
die Agglutination, in den Kreis dieser Sensibilisierungserschei- 
nungen einzubeziehen, worauf bereits Freundlich und Rona 
hingewiesen haben. 

Schon Bordet?) (1899) versuchte das Problem der Agglu- 
tinationsvorginge von physikalisch-chemischen Gesichtspunkten 

1) J. Bordet, Le mécanisme de l’agglutination. Ann. de l’inst. Pa 
steur 10, 225. 1899. 
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aus der Lésung niher zu bringen. Nach ihm soll die Aggluti- 
nation in zwei Phasen ablaufen: 1. Eine mehr chemische Fixierung 
des Agglutinins an die agglutinable Substanz, 2. Hiaufchen- 
bildung, Ausflockung durch physikalisch-chemische Salzwirkung. 
Ohne Salze keine sichtbare Agglutination. Zum Vergleich mit 
der spateren Sensibilisierungstheorie von Freundlich und Rona 
ist es interessant hervorzuheben, daB bereits Bordet zu der An- 
nahme gelangt ist, daB die Agglutinine dadurch, daB sie sich an 
den agglutinierbaren Elementen fixieren, Modifikationen in der 
,molekularen Anziehung“ herbeifiihren, die diese Elemente so- 
wohl unter sich, als mit der umgebenden Fliissigkeit verbindet. 

Joos), der die Versuche von Bordet wiederholte, nimmt eine 
Komplexverbindung an, in der Agglutinin, agglutinable Substanz 
und auch die Salze nach Gesetzen der chemischen Verbindungen 
teilnehmen und weicht so von Bordets Deutung der Agglutina- 
tionsvorgange ab. Dagegen bestreitet Fried berger*) den Ein- 
tritt von Salzen in die Verbindung Agglutinin—agglutinable 
Substanz und auch Neufeld’) halt an der urspriinglichen Fas- 
sung Bordets fest. 

Erst durch die Versuche von Landsteiner und Jagic’), 


Bechhold5), Neisser und Friedemann®) bekam jedoch die 
kolloidchemische Deutung der Agglutinationsvorginge eine feste 
Stiitze. So vergleichen Landsteiner und Jagic die spezifische 
Agglutination mit der Fallung durch kolloidale Kieselsiure, und 
Bechhold sowie Neisser und Friedemann sehen in Be- 
einflussung des amphoteren Charakters der BakterieneiweiBb- 


1) Joos, Untersuchungen iiber den Mechanismus der Agglutination. 
Zeitschr. f. Hyg. 30, 422; 40, 203. 1902. 

2) E. Friedberger, Uber die Bedeutung anorganischer Salze und 
einiger organischer krystalloider Substanzen fiir die Agglutination von 
Bakterien. Centralbl. f. Bakt. u. Parasitenk. 30, 336. 1901. 

8) F. Neufeld, Uber die Agglutination der Pneumokokken und 
iiber die Theorien der Agglutination. Zeitschr. f. Hyg. 40, 54. 1902. 

4) K. Landsteiner und Jagic, Uber Reaktionen anorganischer 
Kolloide und Immunkérperreaktionen. Miinch. med. Wochenschr. 1904 
S. 185. 

5) H. Bechhold, Die Ausflockung von Suspensionen bzw. Kolloiden 
und die Bakterienagglutination. Zeitschr. f. physikal. Chem. 48, 385. 
1904. 

*) M. Neisser und U. Friedemann, Studien iiber Ausflockungs- 
erscheinungen I, II. Miinch. med. Wochenschr. 1904, S. 465 u. 827. 
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kérper sowie in Oberflichenspannungsdifferenzen wichtige Fak- 
toren des Agglutinationsvorganges. Die Stabilitat der Bakterien- 
suspensionen soll, worauf Porges*) hinweist, durch die EiweiB- 
kérper der Bakterien bedingt sein (Hemmungskérper), die dann 
durch Einwirkung des Agglutinins Verainderungen erleiden, die 
sie der Wirkung der Salze bzw. Ionen zugiinglich machen. Einen 
ahnlichen Standpunkt nehmen auch Biltz*) und besonders Buxton 
und Schaffer’), Buxton und Teague‘) ein. Waihrend Normal- 
bakterien durch ein- und zweiwertige Kationen nicht gefallt 
werden kénnen, sind Agglutininbakterien — ahnlich den anorga- 
nischen Suspensionskolloiden — durch die erwihnten Kationen 
leicht ausfallbar. Es gelang den Autoren weiterhin nachzuweisen, 
daB die Fallungskraft parallel mit der Wertigkeit steigt, daB sie 
von dem Grad der elektrolytischen Dissoziation, der Entladungs- 
spannung, zum Teil von der Wanderungsgeschwindigkeit abhingt. 
Da die Bakterien im elektrischen Strome zur Anode wandern, 
sollen Anionen nach den meisten Autoren keine Wirkung auf den 
Agglutinationsvorgang ausiiben, nur Porges und Joos heben 
auch den Einflu8 der Anionen hervor. 

Hirschfeld5), der in einer ausfiithrlichen Arbeit ebenfalls den 
physikalisch-chemischen Standpunkt einnimmt, zieht eine Par- 
allele zwischen Bakterien- und Blutkérperchenagglutination. 
Er stellt es als méglich hin, daB auch die Himagglutinine der 
normalen Sera sowie des Abrins nur vorbereitend wirken, die 
Fallung selbst hingegen den Salzen des umgebenden Mediums zu- 
zuschreiben ist, ohne aber diese Annahme experimentell zu 
begriinden. 

Wenn das Vorhandensein von Salzen zur Ausflockung von 
Bakterien von den meisten Autoren gefordert wird; so sehen 


1) O. Porges, Uber die Beziehungen zwischen Bakterienagglutination 
und Ausflockungserscheinungen der Kolloide. Centralbl. f. Bakt. u. Para- 
sitenk. 40, 133. 1906. 

2) W. Biltz, Ein Versuch zur Deutung der Agglutinierungsvorginge. 
Zeitschr. f. physikal. Chem. 48, 615. 1904. 

3) B.H. Buxtonund Ph. Sc haffer, Die Agglutination und verwandte 
Reaktionen in physikalischer Hinsicht. Zeitschr. f. physikal. Chem. 57, 
47. 1907. 

4) Buxton und O. Teague, Ebenda, S. 64. 

5) L. Hirschfeld, Untersuchungen iiber die Hiimagglutination und 
ihre physikalischen Grundlagen. Arch. f. Hyg. 63, 236. 1907. 
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Asakawa!) und Furukawa?), und in neuerer Zeit Lange’) in 
den Salzen nur Lésungsmittel fir Globuline, da sie — vor allem 
Lange — den Hauptteil des Agglutininfaktors in den Serumglo- 
bulinen suchen. Auf diesen Punkt kommen wir noch zuriick*). 

Um den Agglutinationsvorgang im Sinne der Sensibili- 
sierungstheorie zu beleuchten, stellten wir uns die Aufgabe, die 
Wirkung der Elektrolyte auf die Agglutination von neuem zu 
untersuchen. Wir wahlten als agglutinable Substanz rote Blut- 
kérperchen, als Agglutinin Ricin, erstens aus dem Grunde, weil 
die Wirkung der Elektrolyte auf die Himagglutination bis jetzt 
noch nicht geniigend erforscht worden ist, wenn auch die Wahr- 
scheinlichkeit der Notwendigkeit der Salzgegenwart bei der 
Hamagglutination sehr nahe lag, und zweitens, weil wir in Ricin, 
wenn auch nicht einen chemisch wohldefinierten Kérper, aber 
doch weniger verwickelte Verhiiltnisse vorfanden als in den 
Serumagglutininen. 


Experimenteller Teil. 


Bereits Stellmack*) wies darauf hin, da8 verschiedene 
Blutarten von Ricin verschieden stark agglutiniert werden. 
Unter die schwer agglutinierbaren Blutkérperchen sind die von 
Rind, Hammel zu rechnen, waihrend die Blutkérperchen vom 
Menschen leicht, d. h. in groBen Verdiinnungen von Ricin noch 
rasch und vollstandig agglutiniert werden kénnen. Aus diesem 
Grunde verwendeten wir zu unseren Versuchen frisches, geschla- 
genes Menschenblut. Das Blut wurde zentrifugiert, die Blut- 
kérperchen vom Serum mittelst 0,85 proz. Kochsalzlésung frei- 
gewaschen und dann ebenfalls mit physiologischer Kochsalz- 
1) N. Asakawa, Uber das Wesen der Agglutination und eine neue 
Methode, die Agglutination schnell zu beobachten (Gefriermethode). 
Zeitschr. f. Hyg. 45, 93. 1908. 

2) J. Furukawa, Agglutination und Salzgehalt. Centralbl. f. Bakt. 
u. Parasitenk. Ref. 33, 744. 1903. 

3) C. Lange, Die Bedeutung der Salze fiir die spezifische Aggluti- 
nation. Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 24, 587. 1916. 

4) Vgl. auch Paltauf in Kolle-Wassermann 2. 

5) Stellmack, Uber Ricin. Arbeiten d. pharmakol. Inst. z. Dorpat 
3. 1889. Vgl. auch Kolle-Wassermann. 

Vgl. auch M. Jacoby, Ricin, Abrin und Crotin und deren Hand- 
buch der pathog. Mikroorganismen 2, 1453. 1913. 
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lésung auf das urspriingliche Volum (ca. 30%) aufgefillt und ver- 
wendet. Blutkérperchenemulsionen, die wir durch Waschen 
mit 8proz. Rohrzuckerlésung und durch Suspensierung in der- 
selben oder in einem Gemisch von Rohrzuckerlésung — physio- 
logische Kochsalzlésung — gewonnen hatten, erwiesen sich als 
unbestandig, agglutinierten spontan nach laingerer oder kiir- 
zerer Zeit. 

Das Ricin (Ricin ,,Kobert‘‘ von Merck) wurde in 8proz. 
Rohrzuckerlésung gelést, filtriert und in 1 oder 0,5 proz. Kon- 
zentration verwendet. Der Einwand von Lange, daB die Salze 
nur dazu n6étig sind, die Globuline in Lésung zu halten, verliert 
bei unserer Versuchsanordnung seine Giiltigkeit, da anzunehmen 
ist, da’ die Globuline in der verwandten Rohrzuckerlésung aus- 
gefallt und so beim Filtrieren aus der Lésung entfernt werden. 
Wenn die Ricinlésung trotzdem Agglutination hervorgerufen hat, 
so kann diese Wirkung nicht gut einer Globulinfraktion zuge- 
schrieben werden?). 

Als Salzlésungen kamen zur Verwendung: NaCl, KCl, 
NaJ, KSCN, NaNO,, K,FeCy,, Natriumphosphat-Puffer-Ge- 
misch (1 primar, 7 sekundir), CaCl,, BaCl,, MgCl,, HgCl,, AICI,, 
ThCl, und Strychninnitrat in verschiedenen Konzentrationen. 

Zu jeder Versuchsreihe kam eine Kontrollreihe ohne Ricin. 
Jede Versuchsreihe kam zuerst auf eine halbe Stunde in den 
Brutschrank (37°) und die Ablesung erfolgte nach verschiedenen 
Zeiten. Zum Vergleich der Ionenwirkung sind nur Reihen mit 
gleicher Blutkérperchenaufschwemmung benutzt. 

Die Versuchsergebnisse sind in den folgenden Tabellen nieder- 
gelegt. 

Wie aus den Tabellen klar und eindeutig hervorgeht, kommt 
die Ricinagglutination ausschlieBlich in salzhaltiger Lésung zu- 
stande. Die verschiedenen Salze beeinflussen in verschiedener 
Starke die Agglutination oder um die Ausdrucksweise von F re und - 
lich und Rona zu gebrauchen, die Ionen iiben ein verschiedenes 
Ausflockungsvermégen auf mit Ricin sensibilisierte Blutkérper- 
chen aus. Zweiwertige Kationen haben eine viel starkere Wir- 


1) Bei den Ricinreihen ohne Salze fand in unseren Versuchen keine 
Agglutination statt. Die etwa vorhandenen Globulinmengen, die von den 
dem Priparat beigemengten Salzen in Lisung gehalten werden konnten, 
waren jedenfalls unwirksam. 
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kung als einwertige. Bei den drei- und vierwertigen und ebenso 
bei dem zweiwertigen Schwermetallion Hg+ + kommt der sensibili- 
sierende Einflu8 nicht zur Geltung, da sie auch ohne Ricin schon 
in minimalen Mengen ausflockend wirken. 
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Tabelle IV. 
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Tabelle VII. 
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Einwirkung von Elektrolyten auf die Ricin-Himagglutination. 


Tabelle XII. 





: 
} Agglu- i 
tination || Konzentra- 


nach § Nr. tion 


Konzentra- 
Nr. tion 


i 
‘Millimol/Liter 


4) 0,145 NaCl 
: 1145 NaCl 
i i 


25 proz. 
Blutkorp.- 
keit mit Rohr- 
zuckerlésung 
keit mit Rohr- 
zuckerlésung 


| 24 

-|S._f__||_Millimol/Liter | cc 
19} 0,143 NaNO, 
20); 1,43 NaNO, 
21|| 7,15 NaNO, 
22//11,44 NaNO, 
23 121,45 NaNO, 

Sp. 24 |28,60 NaNO, 
25 | 42,90 NaNO, 
26 (71,5 NaNO, 
27 | — 


28) 0,143 KCNS 
29|| 1.43 KCNS 
30) 7,15 KCNS 
31/11,44 KCNS 
32/2145 KCNS 
33 28,60 KCNS 
3442.90 KCNS 
35.715 KONS 
36 — 


In den inbiniltilivat ohne Ricin keine Aeptuitentien. 
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1125 NaCl 
6 NaCl 
5 | 21,75 NaCl 
6 29,0 NaCl 
7/435 NaCl 
8 72,5 NaCl 
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10) 0,072Na,SO, 
11| 0,72 Na,SO, 
12) 3,62 Na,SO, 
13| 5,8 Na,SO, 
14 10,82 Na'SO, 
15/145 Na,SO, 
16 21,75 Na,SO, 
17 36,25 Na,SOJ 
18 | 
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Wir kénnen auf Grund der Versuche folgende Kationen- 
reihe aufstellen: 
K <Na < Ba, Mg <Ca. 


Aber auch die Anionen scheinen einen ausgesprochenen Ein- 
fluB auf die Ausflockung der sensibilisierten Blutkérperchen aus- 
zuiiben, im Gegensatz zu der Meinung der verschiedenen, oben 
erwahnten Autoren. 

Die Anionen kénnte man in der folgenden Reihe ordnen: 


Cl> So, > NO,> Phosphat, FeCy,, SCN, J, 


eine Reihe, die sich fast vollkommen mit der Hof meisterschen 
Reihe deckt. 

Beim Strychninkation kam die sensibilisierende Wirkung, 
wenigstens bei den verwendeten Konzentrationsverhaltnissen 
nicht zum Vorschein. 

Wenn wir die Resultate unserer Versuche mit den aus der 
Literatur bekannten Versuchen iiber Bakterienagglutination 
vergleichen, so ergibt sich zunichst die schon erwahnte eindeutige 
Tatsache, daB, wie die Bakterienagglutination, so auch die Ricin- 
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Hamagglutination in salzfreiem Medium nicht stattfinden kann. 
Die Beladung der roten Blutkérperchen mit Ricin bewirkt eine 
Sensibilisierung der roten Blutkérperchen, ebenso wie die der 
Bakterien mit Agglutinin und setzt den Schwellenwert der 
zur Ausflockung nétigen Elektrolytmenge betriichtlich herab. 
Wie bei der Bakterienagglutination vermindert sich dieser 
Schwellenwert mit der Wertigkeit. Die schon ohne Sensibili- 
sierung wirksamen drei und vierwertigen Kationen verhalten sich 
bei der Hamagglutination ebenso wie bei der Bakterienagglu- 
tination. 

Die gefundenen Ergebnisse stehen mit der Theorie von 
Freundlich und Rona in gutem Einklang, wonach die Sensi- 
bilisierung der Blutkérperchen auf der verringerten Ladung der- 
selben beruht. Damit stimmt der mit der Wertigkeit parallel 
gehende Schwellenwert der Kationen. Die Wirkung auch der 
Anionen hingt mit der amphoteren Natur der EiweiSkérper zu- 
sammen. Die starke Adsorbierbarkeit des Hg+, des Alt++ und 
Th++++ erklart sehr gut auf Grund der analytischen Behand- 
lung der Adsorptionsisotherme das Konstantbleiben des Schwellen- 
wertes dieser Kationen. 

Bei den beiden besonders stark sensibilisierenden Stoffen, 
Campher und Thymol, gelang es Freundlich und Rona eine 
deutliche Verkleinerung der kataphoretischen Wanderungsge- 
schwindigkeit nachzuweisen. Da sich die verringerte Ladung in 
einer Verkleinerung der kataphoretischen Wanderungsgeschwin- 
digkeit der Kolloidteilchen geltend machen muB, so beweist der 
kataphoretische Versuch mit Campher und Thymol eine Herab- 
setzung der Ladung der Kolloidteilchen. Aber schon Freundlich 
und Rona deuten auf die Unzulinglichkeit der Methode hin, 
wo Unterschiede von 10—20% der Beobachtung entgehen kénnen. 

In der folgenden Tabelle haben wir die Versuche zusammen- 
gestellt, in denen die kataphoretische Geschwindigkeit im 
Burtonschen Apparat von mit Ricin beladenen und_ nicht 
beladenen Blutkérperchen miteinander verglichen wurde. Die 
Zusammensetzung der Suspension war: 17 ccm 8 proz. Rohrzucker- 
lésung und 1 cem 30proz. Blutkérperchenaufschwemmung und 
2 ccm Iproz. Ricinlésung oder 8proz. Rohrzuckerlésung. Wie 
aus der Tabelle ersichtlich, konnte ein sicherer Unterschied in 
der Wanderungsgeschwindigkeit zwischen unbeladenen und mit 

g* 
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Tabelle XIV. 








| Wanderung d. | Wanderung d. | Wanderung d. | Wanderung d. | Wanderung d. | Wanderung d. 
Blutk6rp. i. mmjBlutkérp.i.mm jBlutkérp. i. mm |[Blutkérp. i. mm [Blutk6rp. i. mm] Blutkérp. i.mm 


mit un- 








mit un- | mit | un- | mit | un- | mit | un- | mit | un- 


Ricin | bela- | Ricin | bela- | Ricin | bela- | Ricin | bela- Ricin | bela- | Ricin | bela- 
| belad.| den |belad.| den |belad.| den -| den |belad.| den | belad.| den 
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Ricin beladenen Blutkérperchen nicht wahrgenommen werden, 
wenn auch die Wanderungsgeschwindigkeit der mit Ricin be- 
ladenen Blutkérperchen meist hinter den unbeladenen Blut- 
kérperchen ein wenig zuriickblieb. 


Zusammenfassung. 


1. Die Ricinagglutination der Blutkérperchen erfolgt aus- 
schlieBlich in Gegenwart von Elektrolyten. 

2. Es konnte in bezug auf die faillende Kraft eine Kationen- 
und weniger ausgepriagt eine Anionenreihe aufgestellt werden. Die 
Wirksamkeit der Kationen wichst mit der Wertigkeit, allein bei 
drei- oder vierwertigen Kationen tritt die sensibilisierende Wir- 
kung nicht mehr in die Erscheinung. 

3. Die Ricinagglutination wird als ein Sensibilisierungsvor- 
gang betrachtet, im Sinne von Freundlich und Rona. 

4. Im einfachen, halbquantitativen kataphoretischen Versuch 
konnte ein Unterschied in der Wanderungsgeschwindigkeit der 
mit Ricin beladenen und nicht beladenen Blutkérperchen nicht 
sicher béobachtet werden. 





Untersuchungen tiber Sedimentierung. 
Von 
Peter Rona und Paul Gyérgy. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des stadt. Krankenhauses am Urban, 


Berlin. ) 
(Eingegangen am 14. Februar 1920.) 


Eingehende Untersuchungen iiber Sedimentierung verdanken 
wir G. Bodlander?). Er priifte das Verhalten des Kaolins und fand, 
daB alle im Wasser léslichen Stoffe sich in ihrer Einwirkung auf 
Kaolinsuspensionen in zwei Gruppen teilen lassen; in solche, die 
schon in sehr kleinen Mengen eine schnelle Klarung bewirken 
und in solche, die auch in den gréBten Mengen wirkungslos sind. 
Zu den ersteren gehéren die Elektrolyte, zu den letzteren die 
Nichtelektrolyte. Geprift wurden von den Nichtleitern: Methyl, 
Athyl-, Isobutylalkohol, Athylather, Rohrzucker, ferner Acet- 
aldehyd, Paraldehyd, Aceton, Traubenzucker, Milchzucker, Phenol, 
f-Naphthol, Anilin. — Eine Beschleunigung der Sedimentierung 
konnte bei diesen K6érpern in keinem Fall beobachtet werden; 
im Gegenteil schien es, als ob diese Zusaitze zum Teil, vielleicht 
infolge der VergréBerung der Zahigkeit, das Absetzen verzégern. 

Bei der theoretischen und praktischen Wichtigkeit dieser 
Beobachtung schien es uns von Interesse, die Untersuchung iiber 
die Beeinflussung der Sedimentierung des Kaolins durch Nicht- 
elektrolyte einer neuerlichen experimentellen Priifung zu unter- 
ziehen, zumal gerade in der letzten Zeit manche neuen Gesichts- 
punkte zu der Frage iiber die Rolle von Nichtelektrolyten bei 
Suspensionskolloiden und iiber die Wechselwirkung zwischen 
Elektrolyten und Nichtelektrolyten gewonnen worden sind?). 


1) G. Bodlander, Versuche iiber Suspensionen I. Neues Jahrbuch 
f. Mineralogie usw. 2, 147. 1893. (Hier auch iltere Literatur.) 

2) Vgl. H. Freundlich und P. Rona, Uber die Sensibilisierung der 
Ausflockung von Suspensionskolloiden durch capillaraktive Nichtelektro- 
lyte. Diese Zeitschr. 81, 89. 1917; ferner H. R. Kruyt und C. F. 
van Duin, Der Einflu8 capillaraktiver Stoffe auf suspensoide Hydrosole. 
Kolloidchem. Beih. 5, 269. 1914; P. Rona und L. Michaelis, Uber 
Adsorption von Elektrolyten durch Kohle. Diese Zeitschr. 94, 240. 1919. 
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Wir benutzten zu den Versuchen gleich lange und breite in 
Millimeter geteilte Zylinder. Das Kaolin war ein Mercksches 
Praparat von sehr fein pulveriger Beschaffenheit. In allen Ver- 
suchen wurden 3g Kaolin in 25 cem der entsprechenden Fliissigkeit 
durch Schiitteln gleichmaBig verteilt und dann in die Zylinder ge- 
fillt. Die anfingliche Héhe der Suspensionen war iiberall die 
gleiche und war bei der Marke 25. Die Versuche wurden bei Zim- 
mertemperatur ausgefiihrt. In bestimmten Zeitabschnitten wurde 
die Hohe der Kaolinsiule, die gegen die dariiberstehende wasser- 
klare Fliissigkeit scharf abschnitt, abgelesen, Als Vergleich diente 
iiberall die Sedimentierung des Kaolins im destillierten Wasser. 

Als Nichtelektrolyte wurden benutzt: 

Methylalkohol (1 molare L.), Athylalkohol (1 molare L.), 
Isopropylalkohol (1 molare L.), Amylalkohol (kalt gesattigte L.), 
Heptylalkohol (kalt gesittigte L.), normal Octylalkohol (kalt 
gesattigte L.), sekund. Octylalkohol (kalt gesiattigte L.), Decyl- 
alkohol (kalt gesittigte L.; kolloidal), Methylurethan (1 molare 
L.), Athylurethan (1 molare L.), Propylurethan (1/, molare 
L.), Isobutylurethan (1/;) molare L.), Phenylurethan (kalt 
gesittigte L.), Diphenylsulfoharnstoff (kalt gesittigte L.), Chloro- 
form (kalt gesittigte L.), Tributyrin (kalt gesattigte L.), Campher 
(kalt gesittigte L.), Thymol (kalt gesattigte Lésung). 

Die einzelnen Versuche sind in den folgenden Tabellen wieder- 


gegeben. I. Versuch. 
(Kaolin 3g auf 25 cem Fltssigkeit). 








Sedimentierung nach 
\ _| 2 Std. | 5 Std. 
; ; 


| Destilliertes Wasser | 19,3 16,5 
| Athylurethan 1 n | 15,0 13,0 
Aceton. 10 proz. Lisung .... 14,9 13,0 
Gesittigte Campherlisung .. . b, 14,2 12,0 
| Gesittigte Thymollisung . ... : 105 1. aE 


II. Versuch. 
(Kaolin 3 g auf 25 cem Flissigkeit). 





Suspensionsfliissigkeit 


























Sedimentierung nach 


Suspensionsfliissigkeit 








‘eres se _ 40 _| 2 Std. | 4 Std. 
Destilliertes Wasser .... : | 28 18,2 
Urethan 1 n. 13,0 
Aceton 10% 11,0 
Gesittigte Thymollisung .. 5 | : 12,5 











Sedimentierung. 


III. Versuch. 
Kaolin 3g auf 25 com Flussigkeit). 


‘Sedimentierung nach 
; 30 60 L 1207 


b 
1 | Destilliertes Wasser . . . .} 19,2 | 178 | 0 16,6 
2 Gesittigte Thymollisung . .| 16,2 | 14,9 | 4 | 140 
3 | 15,0 

4 1 





1 





Nr. Suspensionsflissigkeit 





| Gesattigte Thymollisung 1:2] 17,4 | 15,0 14,8 
| | Gesittigte Thymollisung 1:4] 17,6 | 15,1 15,0 
IV. Versuch. 
(Kaolin 3 ¢ auf 25 ecm Flassigkeit). 


 Sedimentierung 1 nac rch 
i... oF. |. ae 





1 
1 
1 
] 


7 
4, 
5 
5, 








Suspensionsfliissigkeit 








1] 
1 | Destilliertes Wasser 22.0 19,6 18,4 
| Gesittigte Thymollisung . .. . 18,6 16,4 15,6 
Gesittigte Thymollisung 1: B 19.0 16,8 16,0 
| Gesuttigte Thymollésung 1:20 .| 17.0 15,0 14,0 


V. Versuch. 


(Kaolin 3 g auf 25 cem Fliissigkeit). 








2 
3 
4 








Sedimentierung nach 


ww | wv | wo | wv 


Bz Suspensionsflissigkeit 





1 | | Destilliertes Wasser . . 226 | 202 | 186 | 172 
2 | | Gesittigte Thymollésung 1: 10 18,6 17,5 16,5 | 15,9 
3 || Gesiattigte Thy mollisung 1 :20] 19,0 16,3 150 | 143 
4 || || Gesattigte Thy mollésung 1:40] 20,0 17,8 16,8 | 16,0 


VI. Versuch. 


(Kaolin 3 g auf 25 ccm Fliissigkeit). 











roe : F ae Sedimentierung nach 
Nr. | Suspensionsfliissigkeit - Saat ne 


| 17 |__| _150"_ 








1 | Destilliertes Wasser 23,0 92 | 182 
2 | Ges&ttigte Campherlésung .. . 20,0 | 16,4 
3 || Gesittigte Campherlésung 1:2 . 19,8 14,0 
4 || Gesittigte Campherlisung 1:4 . 20,0 | 6, 14,6 
VII. Versuch. 
(Kaolin 2 g auf 25 cem Fliissigkeit). 











‘ i ee Sedimentierung nach 
Suspensionsfliissigkeit i 


s 1% | 3 _|__ 65” | 1107 


Dames Wee... .) 16a | 181 | 
} 
| 
| 





9.9 
Tributyrin, gesittigt ....]| 13,0 ; 9.5 
Chloroform, gesittigt . . . .| 12,9 11,4 10,2 
| Athylither, gesiittigt . . . .} 125 | 11,2 10,0 
| Thymol, gesittigt 143 | 12,3 | 11,0 
| Aceton 164 | 133 | 8 


| 
| Campher, gesittigt 12,0 10,8 
| 
i 
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VIII. Versuch. 
(Kaolin 3 g auf 25 cem Flissigkeit). 








: ; east Sedimentierung nach 
Suspensionsfliissigkeit g 





Oe NLA RAN ater OR, OF | 30 60_| + a 


| Destilliertes Wasser. . . .| 23,0 | 160 | 140 | 130 
| 10 proz. Aceton 19,6 | 13,8 | 12,3 | 11,5 
| 5 proz. Aceton 16,7 118 |} 106 |. $8 
IX. Versuch. 
(Kaolin 3 g auf 25 ccm wigmighell). 








Suspensionsfliissigkeit nes 
37” | 6y | 


Sedimentierung. nach 
| 
| 
| 


15° 
| Destilliertes Wasser 

|| Methylalkohol 

| Athylalkohol 

| Isopropy lalkohol 
| Amylalkohol 

|| Heptylalkohol 

| Norm. Octylalkohol 





IXa. Versuch. 
(Kaelin 3g aut 25 cem Fliissigkeit.) ” 








Suspensionsfliissigkeit Sedimentierung nace 
| Rea AEE So 
| Destilliertes Wasser ... .]| 23,6 22,8 | 21,2 
| Sek. Octylalkohol 22,5 | 20,2 17,8 
| Decylalkohol 223 | 196 | 17,2 | 

X. Versuch. 
Carte 3 3g auf 25 ccm b Fisigkeit) 





‘Sedimentierung nach 


Suspensionsfltissigkeit ‘ 
37 | or _ | 9 





Destilliertes Wasser ....]| 2: | 2: : 19,4 
Methylurethan 2 2: 9 19,9 
Athylurethan 23 | 21,6 ) 18,0 
Propylurethan 2 | 2 é 17,5 
Isobuthylurethan 2: | 19,5 } 15,1 
Phenylurethan 3.9 | 23, 21,4 | 20,0 


XI. Versuc 


(acta 3 g auf 25 om) 











‘ens 
{ 
| 


Suspensionsfitssigkeit Sedimentiorang 1 nach 
CRE eae Mm a Be seek OB 





Destilliertes Wasser ~ 206 1 
Phenylurethan yt) el ae 
Diphenylsulfoharnstoft 21,8 1 


7 148 
6 13,8 
8 14,8 








6, 
5 
7 
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Aus den mitgeteilten Versuchen ist es nun klar ersichtlich, 
daB die Nichtelektrolyte die Sedimentierungsgeschwindigkeit 
des Kaolins fast ausnahmslos wesentlich beeinfluBt haben, und 
zwar in dem Sinne, daB die Sedimentierung eine Beschleunigung 
erfahren hat. 

So sehen wir bei Campher, Thymol, Aceton Héhenunter- 
schiede der Kaolinsiule im Vergleich zur wisserigen Suspension 
bis tiber 1/, cm. Im allgemeinen wirkt Campher stirker als 
Aceton, Thymol stiirker als Campher. Bei homologen Reihen stieg 
die die Sedimentierung beschleunigende Wirkung mit der Linge 
der Kette, nur bei Verbindungen, die in Wasser so gut wie un- 
léslich sind, blieb eine nachweisbare Wirkung aus. Betrachten wir 
z. B. die Alkoholreihe, so steigt die Wirkung von Athylalkohol 
zum Isopropylalkohol ganz bedeutend an. Bei dem sehr schwer 
léslichen Amyl-, Heptyl-, Octylalkohol ist der absolute Betrag 
der Beeinflussung zwar geringer, wenn auch im Vergleich zum 
,, Wasserversuch* noch immer ansehnlich; auf die molare Kon- 
zentration bezoggn, nimmt sie jedoch entsprechend der Reihe zu. — 
Bei den Urethanen liegen die Verhiltnisse ebenso. Vom Athyl- 
urethan steigt die Wirkung bis zum Isobutylurethan; bei dem fast 
unléslichen Phenylurethan ist keine Wirkung mehr zu beobachten. 

Bei der Deutung dieser Ergebnisse mu8 zunichst darauf 
hingewiesen werden, daB die Viscositét des Mediums durch Zu- 
fiigen des Nichtelektrolyten entweder gar nicht oder im Sinne einer 
(meist geringfiigigen) Erhéhung der Viscositat geiindert wird, also 
in einem die Sedimentierung hemmenden Sinne. So waren die ent- 
sprechenden AusfluBgeschwindigkeiten gemessen bei 18°, im Ost - 
waldschen Viscosimeter (die Konzentration wie oben angegeben): 

Beim destillierten Wasser 1’ 32’’, Campher 1’ 32”, Thymol 
1’ 30’, Propylalkohol 2’ 2’, Amylalkohol 1’ 47”, normal Octy]l- 
alkohol 1’ 36”, sekund. Octylalkohol 1’ 41’, Propylurethan 
1’ 57”, Isobutylurethan 1’ 40”. 

Eine befriedigende Einsicht in die Verhaltnisse gewinnt man 
hingegen durch die Vorstellung, daB die Nichtelektrolyte nicht 
direkt, sondern auf dem Umwege der ,,Sensibilisierung’ die 
Sedimentierung beeinflussen. Indem sie die elektrische Ladung 
der suspendierten Teilchen durch Herabsetzung der Dielektrizitats- 
konstante des Mediums (beziehungsweise in der Grenzschicht 
fest — fliissig) vermindern, erniedrigen sie den ,,Schwellenwert“ 
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der in der Suspension stets vorhandenen Elektrolyten, der, nach 
Bodlanders Untersuchungen fiir die Elektrolytwirkung nétig 
ist. Der Elektrolyt riickt so in die ,,Schwellenzone“ (Zsig - 
mondy’) und die zur Sedimentierung erforderliche Entladung 
der Teilchen erfolgt bereits bei einer Konzentration, die unter 
normalen Verhialtnissen unwirksam ist. 

Von theoretischem Standpunkt ist nun von Interesse, da} 
eine ahnliche Beeinflussung der Sedimentierung durch Nicht- 
elektrolyte bei Kohlensuspensionen (benutzt wurde Carbo animal. 
puriss. Merck) nicht oder nur andeutungsweise beobachtet wurde. 

Dies zeigen folgende Tabellen: 

I. Versuch. 
(Kohle 1 g auf 25 cem Fliissigkeit.) 








Sedimentierung nach 
a a ae 


| Destilliertes Wasser / 130 | 100 


7,5 

| Urethan In 1,0 90 | 8,5 
9.5 
»,0 





Suspensionsfliissigkeit 


Aceton le S25 9,5 
10,0 8,5 





Il. Versuch. 
(Kohle 2 g auf 25 cem Flissigkeit.) 








Suspensionsflissigkeit Cotimentiorung — 


i iy | 37 _| 60, | 9 
Destilliertes Wasser ... .] 22,3 20.8 | 180 15,6 
Campher 22,8 ~ FI9: | 165 

| Thymol 22,8 21,2 18,3 |- 15,7 
Tributyrin 22,3 wT 1 tee 1 168 

| Athyl. Ather 23,0 2 | 18,9 
Chloroform : 22,0 20,3 | 17,6 

| Aceton 10% 22,8 | 18,7 


III. Versuch. 
(Kohle 2 g auf 25 ccm Flissigkeit.) 

















Suspensionsfliissigkeit eee! __ Getimentioreng sna ns 
| [iw | 37 | 6 | 90 
1 || Destilliertes Wasser ... .] 22,8 23. }: 184 16,3 
| Methylalkohol 22,5 gi | ke 16,6 
| Athylalkohol 23,0 21,7 
Isopropylalkohol 23,0 21,7 
Amylalkohol 22,7 21,2 
Heptylaikohol 22.8 21,6 18,9 
| Norm. Octylalkohol . . . .| 223 21,0 18,6 


*) R. Zsig mond y, Kolloidchemie. O. Spamer Leipzig 1918, 2. Aufl., 8.66. 





19,0 
19,0 
18,5 











} 
| 
} 
| 
| 
| 





Sedimentierung. 


IIIa. Versuch. 


(Kohle 2 g auf 25 cem Fliissigkeit.) 





; Seen Sedimentierung nach 
Suspensionsflissigkeit See ee aes 
1’ | 3” | 6 | 0 


Destilliertes Wasser rs eh: 1,4 | 
Sek. Octylalkohol 229 } SES 
| Decylalkohol 22, 1,3 


ad ’ 


IV. Versuch. 
(Kohle 4g auf 50 cem Fliissigkeit). 





Sedimentierung nach 
fe ee a 


| 
| 
| Destilliertes Wasser . . . .| 21,2 | 180 | 16,0 
| Methylalkohol 6b BRO 4 16D | 

| Athylalkohol 21,3 | 180 | 158 | 

| Propylalkohol : 185 | 165 | 

| Amylalkohol .. 9, 17,5 | 164 | 

|| Heptylalkohol . 21, 18,2 | 16,5 | 

| Norm. Octylakkohol .... 9,6 16,4 14,8 


IVa. Versuch. 
(Kohle 4¢ auf 50cem Fliissigkeit). 


Suspensionsfliissigkeit 





“10 Ole whore 





: ; ; , Sedimentierung nach 
Suspensionsfliissigkeit es — : 


| 37 | «6 


Destilliertes Wasser 
Sek. Octylalkohol 
| Decylalkohol 


V. Versuch. 
(Kohle 4g auf 50 ccm Flissigkeit). 





Sedimentierung nach 
et seers mS 97” | 120 
1 | Destilliertes Wasser . . . . ‘2 oI 15,0 


| 
2 | Methylurethan . 20, 9 | 14,7 157 
3 | Propylurethan . - | 163 | 155 





Nr. | Suspensionsflissigkeit 





4 | Isobutylurethan ( 16,7 | 16,2 
5 | Phenylurethan 21,2 5 | 163 15,1 
6 | Diphenylsulfoharnstoff .. . } 14,2 





Diese Erscheinung stimmt gut mit friiheren Beobachtungen 
iiberein, wonach Kohle gegen Wasser keine (bzw. nur eine geringe) 
elektrische Ladung besitzt'), und sie stiitzt andererseits die An- 


1) Vgl. P. Rona und L. Michaelis, Uber die Adsorption von H- und 
OH-Ionen und der Schwermetallionen durch Kohle. Diese Zeitschr. 97, 
85. 1919. 
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sicht, daB beim Kaolin der Beeinflussung des Absetzens eine An- 
derung der Ladung der suspendierten Teilchen durch Nicht- 
elektrolyte zugrunde liegt. 

Untersuchungen iiber die Sedimentierung der Blutkérperchen 
im Sinne der hier erhobenen Befunde sind im Gange. 


Zusammenfassung. 


1. Die Sedimentierung des Kaolins wird durch Nichtelektro- 
lyte im Sinne einer Erhéhung der Sedimentierungsgeschwindigkeit 
wesentlich beeinfluBt. 

2. In den homologen Reihen wichst die Wirkung der Nicht- 
elektrolyte mit der Lange der Kette. 

3. Die Erscheinung laBt sich auf eine Sensibilisierung der 
suspendierten Teilchen gegen die in der Suspension vorhandenen 
Elektrolyte durch die Nichtelektrolyte zuriickfiihren. 

4. Fiir diese Auffassung spricht auch, daB die Sedimentierungs- 
geschwindigkeit von Kohle durch Nichtelektrolyte nicht beein- 
flu8t wird. — 





Pharmakologische Wirkungen von Reduktionsprodukten 
des Cumarins. 


Von 
K. Fromherz. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Freiburg i. B.) 


(Eingegangen am 14. Februar 1920.) 


Nach Untersuchungen von A. Ellinger*) besitzt das Cu- 
marin pharmakologische Eigenschaften, die denen der brauch- 
baren Hypnotica nahestehen. Das Cumarin hat einen sehr hohen 
Teilungskoeffizienten Ol zu Wasser; es verursacht beim Frosch 
in Gaben von 10 mg Narkose; auch beim Kaninchen tritt nach 
0,2—0,3 g Cumarin pro Kilo Narkose ein, jedoch verbunden mit 
Temperatursturz und Kollaps. Ferner sind beim Warmbliiter 
ungiinstige Nebenwirkungen zu beobachten, wie Nierenreizungen 
und Magen-Darmstérungen. Versuche am Menschen erschienen 
deshalb nicht ritlich. 

Gelegentlich seiner Forschung tiber die Wirkungen des 
Santonins stellte P. Trendelenburg?) fest, daB8 die Wurm- 
wirkungen im wesentlichen an das Vorhandensein einer Lacton- 
gruppe gekniipft sind; die entsprechenden Siauren oder ihre Salze 
dagegen sind wirkungslos. Dabei konnte er feststellen, daB auch 
das Cumarin als Lacton am Regenwurm nach vorangehender 
Erregung narkotische Wirkungen besitzt sowie die isolierte Mus- 
kulatur des Wurms erregt. 

Diese beobachteten Eigenschaften des Cumarins erlaubten 
die Vermutung, daB man durch Reduktion dieses Lactons zu 
Stoffen gelangen kénnte, die vermége stirkerer Wirkung und 
schwicherer Nebenwirkungen fiir die praktische Verwendung 
als Schlafmittel oder als Wurmmittel geeignet wiren. Wir haben 
deshalb einige Reduktionsprodukte des Cumarins auf ihre Wir- 


1) A. Ellinger, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 1908. Supple- 
mentbd. S. 150. 

2) P. Trendelenburg, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 79, 
(1915). 9, 190. 
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kungen im tierischen Organismus untersucht und mit dem Cu- 
marin selbst verglichen. 


Hydrocumarsiure, @ seccsatas wurde als Nebenpro- 


dukt bei der Darstellung des Oxyphenylpropylalkohols erhalten 
und durch Umkrystallisieren gereinigt. Eingespritzt als 10 proz. 
wasserige Lésung des Natriumsalzes hat sie beim Frosch keine 
narkotische Wirkung; 50 mg sind wirkungslos, 100 mg verur- 
sachen unter fortschreitenden Laihmungen den Tod. Am iso- 
lierten Froschherz besitzt die Lésung des hydrocumarsauren 
Natriums nur eine geringe negativ inotrope Wirkung in einer Ver- 
diinnung 1 : 100, wahrend Cumarin 1 : 2000 noch diastolischen 
Stillstand verursacht. 


Melilotol, das Pon. ‘ Cal, ‘CO Lacton der Hydrocumar- 


siure, unterscheidet sich von dem ungesattigten Cumarin nicht 
unwesentlich dadurch, daB es viel leichter unter Wasseraufnahme 
in schwach alkalischer Lésung in die Séiure bzw. das Na-Salz 
derselben tibergeht. Es besitzt am Frosch eine narkotische Wir- 
kung, die, entsprechend der leichten Aufspaltbarkeit dieses 
Lactonrings, viel fliichtiger ist als die des stabileren Cumarins; 
auch sind wesentlich héhere Dosen bei Melilotol erforderlich. 

Versuch 1. Rana temporaria, 30g, erhalt 10®1° 40 mg Melilotol 
in den Bauchlymphsack: 11 o. B. — 115 8°; Riickenlage kurz ertragen. — 
25: aus Riickenlage unfihig sich aufzurichten; kein Sprung mehr auf 
Kneifen; starke Herabsetzung der Reflexerregbarkeit. — 3 °°; Riickenlage 
vollig ertragen, doch nicht vollig reflexlos. — 6" °°: wieder munter; keine 
Riickenlage mehr. 

Am isolierten Froschherz verursacht das Melilotol in den- 
selben Konzentrationen wie das Cumarin eine glatt reversible 
Narkose: Die Lésungen 1 : 2000 beider verursachen noch diasto- 
lischen Stillstand. Die Lésung 1 : 4000 hat noch eine starke 
negativ inotrope Wirkung. Durch Spiilen mit Ringerlésung ist 
rasch Erholung herbeizufiihren. Eine Steigerung der Wirksamkeit 
gegen Cumarin besteht also nicht. 

Am Regenwurm bewirkt das Melilotol in einer Verdiinnung 
1 : 1000 Lahmung ohne vorherige Erregung ; schwichere Lésungen 
sind unwirksam. Die Wirkung ist durch Einbringen in frisches 
Wasser rasch riickgingig zu machen. Cumarin lahmt in derselben 
Verdiinnung, jedoch geht ein deutliches Erregungsstadium voraus. 


4 
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o-Oxyphenylpropylalkohol, (loz: ye) a 


as 


nachst niederere Reduktionsprodukt des Cumarins, wurde ebenso 
wie sein Anhydrid, das Chroman, nach der Vorschrift von 
Semmler?) dargestellt. Bei der Darstellung dieser Priiparate ist 
die Verunreinigung der Produkte durch Hydrocumarsiure und 
Melilotol méglich. Durch entsprechende Reinigung wurde diese 
Méglichkeit ausgeschlossen und durch Titration der verwendeten 
Praparate die Abwesenheit dieser Nebenprodukte nachgewiesen. 

Der Phenolalkohol besitzt ebenfalls narkotische Eigenschaften : 
Beim Grasfrosch verursachen 4 mg pro 30 g Kérpergewicht noch 
Narkose von mehrstiindiger Dauer. 


Versuch 2. Rana temp., 20g, erhalt 1” mittags 4 mg des Phenol- 
alkohols in den Bauchlymphsack. — 35: Riickenlage, keine Reaktion auf 
Reize. — 5; unveraindert. — Anderen Tags: Riickenlage noch ertragen, 
jedoch auf Reize wieder Reaktion. — Uberlebt. 


8 mg sind tédlich. Das Praparat ist also etwas giftiger als 
Cumarin. 

Auch bei der Ratte besitzt der o-Oxyphenylpropylalkohol 
narkotische Eigenschaften. Vermittels der Eisenchloridreaktion 
laBt sich seine Ausscheidung im Harn nachweisen. 
=, +O, wal das Anhydrid des o-Oxy- 


Chroman, @ ee 


phenylpropylalkohols, wirkt etwa in denselben Dosen narkotisch 
wie das Cumarin und der Phenolalkohol. 


Versuch 3. Rana temp., 25g, erhilt 3" 5mg Chroman in den 
Bauchlymphsack. — 5®: Riickenlage ertragen, jedoch auf Reiz noch 
Reaktion. — Anderen Tags: 9" vorm.: Riickenlage ertragen; Schlaf; 
nur bei starkem Kneifen der Beine noch schwache Reaktion. — Nach- 
mittags wieder o. B. 


10 mg sind tédlich, 2,5 mg verursachen nur kurzdauernde 
Hypnose, keine Narkose. Es besteht also kein Unterschied gegen- 
tiber dem Cumarin. 

Auch bei der Ratte und bei der Maus sind durch das Chroman 
narkotische Wirkungen festzustellen. Dieselben sind jedoch 
schwach, und die tédlichen Dosen liegen der eben noch narkotisch 
wirksamen Dose sehr nahe: 

Versuch 4. Ratte 150 g, erhilt 4245 0,2g Chroman subcutan. 
55; Das Tier taumelt, ist stark ataktisch, Seitenlage wird nicht ertragen, — 


1) Semmler, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 2856. 
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5h 30; Seitenlage ertragen, nach einiger Zeit jedoch wieder Bauchlage. — 
6 30; vdllig reaktionslos; tiefe Narkose. — Uber Nacht im Warmekasten; 
anderen Tags tot aufgefunden. 

0,1g pro 150g Ratte sind nicht imstande, véllige Narkose 
hervorzurufen. 

Am isolierten Froschherz verursacht das Chroman in denselben 
Dosen wie das Cumarin und Melilotol Lahmung und diastolischen 
Stillstand. Die Lésung 1 : 2000 in Ringer bringt das Herz noch 
zum Stillstand, die Lésung 1 : 4000 hat noch starke, negativ 
inotrope Wirkung. Die Wirkungen sind durch Spiilen mit Ringer- 
lésung prompt reversibel. 

Die Wirkung auf den Regenwurm ist beim Chroman etwas 
stiirker als beim Cumarin. Schon die Lésung 1 : 4000 lihmt den 
Regenwurm nach vorausgehender kurzer Erregung. Die Lésung 
1 : 10 000 wirkt noch erregend. Auch diese Wirkungen sind durch 
Einbringen des Wurmes in frisches Wasser sofort riickgingig zu 
machen. 


Aus diesen Versuchen war der SchluB zu ziehen, da8 die unter- 
suchten Reduktionsprodukte des Cumarins mit Ausnahme der 
Hydrocumarsiure die narkotischen Eigenschaften des Cumarins 
mit geringen Unterschieden noch besitzen, jedoch keine nennens- 
werten Vorteile vor der Ausgangssubstanz bieten, besonders 
keinerlei Vorteile bieten durch geringere Giftigkeit im Verhiltnis 
zur Wirksamkeit. 

In S. Frankels ,,Arzneimittelsynthese“ findet sich das 
Cumarin unter der Bezeichnung ,,Substanzen, die vermége ihrer 
CO-Gruppe narkotisch wirken‘‘. Unsere Versuche sprechen gegen 
die Berechtigung dieser Klassifizierung; denn nach Reduktion 
der CO-Gruppe des Cumarins zu CH, besitzt das entstandene 
Produkt noch dieselben narkotischen Eigenschaften. Der Ver- 
gleich von Hydrocumarsdure mit Melilotol spricht dagegen fiir 
eine Bedeutung des Lactonrings fiir das Zustandekommen der 
narkotischen Wirkung. Doch auch diese Verallgemeinerung st6Bt 
schon bei der niedereren Reduktionsstufe auf Schwierigkeiten. 

Wir haben das Cumarin auch nach dem Verfahren von Skita 
der Reduktion (Hydrierung) mit Wasserstoff bei Gegenwart 
von kolloidalem Platin unterworfen und dabei eine Saure mit 
narkotischen Eigenschaften erhalten. Diese Versuche sind je- 
doch noch nicht abgeschlossen. 





Uber die Konservierung von Blut. 


Von 
Carl Oppenheimer. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der G. A. Krause & Co., A.-G., 
Miinchen. ) 


(Eingegangen am 21. Februar 1920.) 


Uber die Konservierung von Blut zum Zwecke der mensch- 
lichen Ernahrung hat vor einigen Jahren E. Salkowski!) eine 
umfassende Arbeit publiziert, aus der hervorging, daB ein wirklich 
fiir die Praxis brauchbares Mittel noch nicht gefunden ist. 

Salkowski fand, daB man zwar fliissiges Blut mit Hilfe 
von Borsiure und Salicylsiure eine Zeit lang erhalten kann. 
Er fiithrt aber mit Recht aus, daB man das so fliissig erhaltene 
konservierte Blut vor der Benutzung erst koagulieren muB. Dann 
bleiben die zugesetzten Konservierungsstoffe in der Fliissigkeit 
und werden damit unschadlich gemacht, da nur das koagulierte 
Blutpulver nach entsprechender Auswaschung Verwendung findet. 
Umgekehrt gibt er an, daB auch bereits koaguliertes Blut mit 
Formalin eine Zeitlang erhalten bleiben kann, daB es dann aber 
schwierig ist, aus dem Blutkuchen das Formalin restlos zu ent- 
fernen. 

Alle diese Verfahren der Konservierung, die im Grunde 
darauf hinauslaufen, daf man das Konservierungsmittel vor der 
Benutzung des Blutes wieder auswischt, hatten fiir unsere spe- 
ziellen Zwecke kein Interesse. 

Fir uns handelt es sich darum, ein Konservierungsmittel aus- 
findig zu machen, welches das Blut eine Zeitlang vor Faulnis 
schiitzt, dann aber nicht entfernt zu werden braucht. Denn in 
unserem Plan lag es, das Blut, so wie es ist, ohne jede weitere 
Manipulation nach unserem Zerstaubungsverfahren zu trocknen. 


1) E. Salkowski, diese Zeitschr. 71, 365. 1915. 


Biochemische Zeitschrift Band 105. 
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Wir muBten also entweder ein Konservierungsmittel finden, das 
unschadlich ist und in dem Blutpulver erhalten bleiben kann, 
oder ein solches, das sich automatisch durch die Zerstaéubungs- 
trocknung selbst beseitigt. 

Auf den ersten Blick mag es iiberfliissig erscheinen, da wir 
iiberhaupt nach einem Konservierungsmittel geforscht haben, 
da wir ja das beste aller Konservierungsverfahren, eben die 
Trocknung, anwenden. Indessen liegen die Verhiiltnisse doch 
nicht so einfach, und der Wunsch, ein in diesem Sinne geeignetes 
Konservierungsmittel zu finden, hangt eng mit der Frage der 
ausgiebigen Uberfiihrung des Krauseschen Zerstiubungsverfah- 
rens in den GroBbetrieb zusammen. 

Es ist natiirlich fiir die Trocknung von Blut in groBem MaB- 
stabe, wenn das Trockenblut zur menschlichen Ernihrung be- 
stimmt sein soll, unbedingt notwendig, das Blut frei von Fiulnis 
bis zu dem Orte der Trocknung zu bringen. Das Ideal wire, die 
Trockenanlage unmittelbar auf den Schlachthéfen zu errichten 
und das Blut in vollig frischem Zustande zur Trocknung zu bringen, 
so daB man iiberhaupt keines chemischen Konservierungsmittels 
bediirfte. Indessen kann man sich in der Praxis nicht darauf 
beschranken. 

Das Krause-Verfahren kann seine wirtschaftlichen Erfolge nur dann 
in vollem Umfange erzielen, wenn die Betriebskosten durch den Bau von 
ziemlich groBen Anlagen herabgesetzt werden kénnen. Dabei wird sich als 
Normaltyp zugrunde legen lassen eine Anlage mit einer Leistungsfahigkeit 
von etwa 500 kg Wasserverdunstung fiir die Arbeitsstunde. Derartige An- 
lagen aber, die also eine Tagesleistung von 4—50001 Blut haben, sind fir 
die allermeisten Schlachthéfe insofern zu groB, als sie nicht voll bedient 
werden kénnen. Bei der Uberfiihrung des Verfahrens in den GroBbetrieb 
wird man also dazu schreiten miissen, auch das Blut benachbarter Gemein- 
den zu der Trocknung heranzuziehen (vgl. O pel)!). Sobald man aber mit 
Transporten und Umladungen zu rechnen hat, wird es, zum mindesten fiir 
die wirmeren Monate, unbedingt nétig sein, das Blut vor Fiaulnis zu schiitzen. 


Die bisher dazu angewendeten Verfahren sind in der Haupt- 
sache die Konservierung mit 5—10% Kochsalz und mit For- 
malin. Beide haben ihre Bedenken. Das stark kochsalzhaltige 
Blut (25—50% der Trockensubstanz!) ist nicht mehr fiir alle 
wirtschaftlichen Zwecke verwendbar, da die daraus hergestellten 
Priparate leicht einen allzu starken Salzgeschmack annehmen; 


4) 0 pel, Zeitschr. f. Fleisch- u. Milchhygiene 1919, H. 11—13. 
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das Formalin andererseits ist in der notwendigen Konzentration 
doch nicht ginzlich hygienisch unbedenklich und auBerdem fiir 
die Konservierung grofer Blutmengen zu teuer. 

Unter diesen Umstianden haben wir es fiir angebracht gehalten, 
uns nach einem weiteren Konservierungsmittel umzusehen, das 
sich speziell fiir den Transport von Blut zu den Trockenapparaten 
und fiir die Zerstiubung eignet. 

Wir versuchten es zunichst mit flichtigen organischen 
Konservierungsmitteln in der Hoffnung, daB diese bei der inten- 
siven Zerstéubung und Trocknung in warmer Luft vollkommen 
fliichtig gehen und in dem fertigen Trockenpulver tiberhaupt 
nicht wieder aufzufinden sein kénnten. Diese Hoffnung hat sich 
indessen nicht erfiillt. Sowohl Chloroform, wie auch Toluol und 
Senfél blieben hartnickig an den getrockneten Pulvern adsorbiert 
und machten sie fiir den menschlichen GenuB minder tauglich, 
da die Pulver danach rochen und schmeckten. Erst nach sehr 
langer Zeit erwiesen sich die mit Chloroform behandelten Trocken- 
praparate als geruchs- und geschmacksfrei. 

Dagegen erzielten wir sehr giinstige Resultate mit der Ver- 
wendung von schwefliger Siure. Das freie SO*-Ion ist ja lingst 
als ein sehr wirksames Antiseptikum bekannt. 

DaB es in den notwendigen geringfiigigen Mengen nicht 
nachweisbar toxisch wird, und deshalb hygienisch einwandfrei 
ist, haben ja die ausgedehnten Arbeiten von E. Rost’) erwiesen. 
Man darf dabei ja nicht vergessen, daB es sich bei dem Konsum 
von Trockenblut in Form von Blutspeisen, Wiirsten u. dgl. immer 
nur um sehr geringe absolute Mengen handelt. Dementsprechend 
sind also auch die Mengen an schwefliger Siure, die aufgenommen 
werden, so geringfiigig, daB an eine toxische Wirkung nicht zu 
denken ist. 

Es kommt hinzu, da’ bei unseren Versuchen die oben erwihnte 
Hoffnung, da8 ein Teil des Konservierungsmittels sich beim Trocken- 
prozeB selbst verfliichtigen oder in einen hygienisch vollig einwand- 
freien Stoff umwandelt, tatsichlich zum Teil erfiillt worden ist. 

Es geht nimlich ein erheblicher Teil des Sulfitions wahrend 
des Stehenlassens des Blutes in Sulfation iiber. Um ein Beispiel 


zu geben, fanden wir in einem Blutpulver, dessen Rohmaterial 


1) E. Rost, Arb. aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamt 1912. Bd. 43, 
Heft 2. 
10* 








148 C. Oppenheimer: 


sich vorher als schwefelsiurefrei erwiesen hatte und mit 1°/,, 
Sulfition (als SO, berechnet) konserviert war, entsprechend einer 
Menge von 0,5% SO, in der Trockensubstanz, im Pulver noch 
einen Gehalt von 0,15°,, SO,, daneben aber 0,48% H,SO,. Dies 
ist entstanden aus 0,32°% SO,; und dies ergiinzt sich tatsiachlich 
mit dem noch aufgefundenen 0,15°% SO, zu der Menge von 0,47% 
SO, gegeniiber 0,5 zugesetzter Menge. Wir haben also inner- 
halb der Fehlergrenze das zugesetzte SOS teils als SO,, teils 
als Schwefelsiure wiedergefunden. Diese Verinderung scheint 
zum mindesten in der Hauptsache bereits beim Stehen des Blutes 
vor sich zu gehen; denn es enthielt das untersuchte Blut unmittel- 
bar vor der Trocknung 0,15°% SO, auf Trockensubstanz berechnet, 
so da8 ein weiterer Verlust an SO3 wahrend der Zerstéubung 
und Trocknung nicht eingetreten zu sein scheint. Nach diesem 
Resultat sind also etwa 70% der schwefligen Séure zu Schwefel- 
siure oxydiert und damit véllig unschidlich geworden. 

Jedenfalls darf man wohl annehmen, daf die geringen Mengen 
schwefliger Saéure, die in den fertigen Trockenprodukten noch 
vorhanden sind, keinen hygienischen Bedenken mehr unterliegen, 
so daB man das Verfahren wohl fiir die Praxis empfehlen kann. 
Allerdings ist bisher die Verwendung von schwefliger Saure fir 
Fleisch und fleischihnliche Rohstoffe, zu denen ja auch Blut 
gehért, in Deutschland gesetzlich verboten. Es dirfte aber wohl 
keinen Schwierigkeiten unterliegen, die leitenden Behérden davon 
zu tiberzeugen, daB dieses Verbot, soweit es die Verwendung 
von schwefliger Saure fiir Blut anlangt, unbedenklich aufgehoben 
werden kann. Es ist ja auch das Verbot fiir Fleisch nicht oder 
wenigstens nicht vorwiegend wegen der Gefahr einer Vergiftung 
mit schwefliger Saure erfolgt, sondern weil die Verwendung von 
schwefligsauren Salzen bei Fleisch die Gefahr einer Tauschung 
herbeifiihrt, insofern als man notorisch verdorbenes und gesund- 
heitsschidliches Fleisch durch die Behandlung mit schwefliger 
Saure wieder so herrichten kann, daB sein gefahrlicher Zustand 
nicht mehr offensichtlich ist. Dieser Umstand kommt aber fiir 
Blut nicht in Betracht, da man deutlich verdorbenes Blut auch 
mit schwefliger Saiure nicht wieder genuBfihig machen kann. 
Es wire also sehr wiinschenswert, wenn die maBgebenden Faktoren 
zu einer Nachpriifung dieser gesetzlichen Beschrinkungen, evtl. 
zu ihrer Aufhebung schreiten wiirden. 
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Denn das Verfahren der Konservierung mit schwefliger Siure 
leistet tatsichlich alles, was man von einem Konservierungs- 
mittel verlangen kann. In einer Konzentration von 2°/,. auf 
SO, berechnet, halt es Blut auch bei hohen Temperaturen ohne 
jede Verinderung frisch. Auch eine Farbenveriinderung in dem 
Sinne, daB das Trockenblut weniger ansehnlich wiirde, tritt nicht 
auf, ebenso wenig ist die durch das Krause-Verfahren bedingte 
vollige Wiederléslichkeit des Trockenpulvers irgendwie beein- 
trachtigt. 

Es sei ferner noch erwahnt, daB es keinen Unterschied macht, 
ob man defibriniertes oder geronnenes und durch einfache Zer- 
kleinerungsmethoden wieder zerteiltes Blut konserviert. Diese 
Feststellung ist insofern wichtig, als das Krause-Verfahren im 
Gegensatz zu den bisher gelegentlich angewendeten Bluttrock- 
nungsmethoden es erméglicht, auch das undefibrinierte Blut nach 
der Gerinnung und Zerkleinerung (z. B. in einem einfachen Kutter 
oder einer geeigneten Miihle) zu einem durchaus homogenen und 
brauchbaren Pulver zu zerstiuben. 

An sich also erscheint, wenn wir von den gesetzlichen Be- 
schrankungen absehen, die Frage der Konservierung von Blut 
bis zum Moment der Trocknung gelést. Es bedarf keiner Be- 
tonung, wie wichtig fiir unsere Volksernahrung die Méglichkeit. 
ist, sich von der unmittelbar erfolgenden Trocknung des ganz 
frischen Blutes auf den Schlachthéfen in weitgehendem MaBe 
zu emanzipieren und auch alteres und von anderen Stellen her 
transportiertes Blut zu verarbeiten. In der warmeren Jahres- 
zeit wird schon auf den Schlachthéfen selbst unter Umstanden 
eine Konservierung sehr erwiinscht sein, wenn man gréBere 
Quantititen des geronnenen Blutes aufsammeln will, ehe man 
sie trocknet, weil dariiber immerhin schon einige Stunden vergehen 
werden. Viel wichtiger ist natiirlich die Méglichkeit, Blut aus 
den verschiedensten Quellen zu sammeln und zu dem gemein- 
samen Trockenapparat zu transportieren. Von ganz besonderer 
Wichtigkeit aber kénnte die Méglichkeit der Blutkonservierung 
in Verbindung mit dem Krause- Verfahren dann werden, wenn 
wir mit der Méglichkeit rechnen, aus den iiberseeischen Landern 
mit ausgedehnten Schlachtbetrieben Trockenblut in groBem Mab- 
stabe einzufiihren. Das Blut hat dort vielfach kaum einen Material- 
wert, und wir kénnten aller Voraussicht nach in diesem eingefiihrten 
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Blut groBe Mengen eines auBerordentlich wertvollen und billigen 
EiweiBtragers fiir unsere Volksernihrung gewinnen. 

An sich ist das Trockenblut jahrelang unter allen Bedingungen 
vollig unverindert haltbar, die Schwierigkeit in den tropischen 
und subtropischen Lindern liegt eben nur darin, es vor der Trock- 
nung in vollig einwandfreiem Zustande zu erhalten, und diese 
Schwierigkeit scheint uns durch die Anwendung der schwefligen 


Saure gelést zu sein. 

Das Verfahren hat weiterhin den Vorteil, daB es sehr bequem 
und sehr billig ist. Wir verwenden das kiufliche reinste Natrium- 
sulfit von der Zusammensetzung Na,SO,-7H,O, oder das 
wasserfreie Natriumsulfit. Von diesem Material wird die not- 
wendige Menge in etwas Wasser gelést, unmittelbar vor dem 
Zusetzen zum Blut mit der berechneten Menge Salzsiiure oder 
Schwefelsiiure versetzt, um das SO,-Ion freizumachen, und dann 
durch kurzes Umriihren mit dem Blute vermischt. Die not- 
wendige Menge wird in der Regel 2°/,, betragen; fiir kiirzere 
Transporte bei kiihlerer Temperatur wird nach den Resultaten 
der unten wiedergegebenen Tabelle auch 1°/,. geniigen, 3°/,, 
reichen fiir lange Wege bei hoher Sommertemperatur aus. 

Der Zusatz von Siuren, um die schweflige Saure freizu- 
machen, ist unbedingt notwendig, denn das Natriumsulfit ohne 
diesen Zusatz hat, wenigstens bei Blut, eine auferordentlich 
geringe konservierende Kraft. 

Aus rein praktischen Griinden haben wir noch einige andere 
Siiuren zum Freimachen der schwefligen Siure herangezogen, 
nimlich Oxalsiure und Weinsaure, und gefunden, da’ bei 
Verwendung der berechneten Menge das Resultat genau dasselbe 
ist. Im allgemeinen wird die Verwendung dieser Siuren kaum 
einen Zweck haben, wir haben sie aber doch feststellen wollen, 
weil unter folgenden Umstiinden ihre Verwendung in Betracht 
kommen kénnte: wo man damit rechnen muB, die Konservierung 
durch véllig unkundiges Schlachthofpersonal vornehmen zu 
lassen, ist es vielleicht aus rein praktischen Griinden zweckmaBiger, 
auBer dem festen schwefligsauren Natrium auch die zuzusetzende 
Siure in fester Form zu verwenden, um MiBgriffe mit der Ab- 
messung der fliissigen Salzsiure oder Schwefelsiure zu vermeiden. 
Man kann dann einfach die notwendige Menge beider Reagentien 
» fiir ein Pferd‘, ,,fiir ein Rind“: abgewogen fertighalten und dem 
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Schlachthofpersonal den Auftrag geben, fiir jede Schlachtung 
den Inhalt beider Papierdiiten oder Glaschen dem Blute zu- 
zusetzen und durchzuriihren. 

Das Rezept fiir die Herstellung des Konservierungsmittels 
geben wir anbei noch einmal kurz zusammengefaBt wieder, und 
zwar berechnet auf 10 1 Blut, also fiir ein Rind: 

Man lose ca. 83 g kiaufliches reinstes Natriumsulfit, resp. 
ca. 40 g wasserfreies Natriumsulfit in 44—1 1 Wasser und fiige an 
Saure hinzu: von Salzsiure 38%: ca. 52 cem, von Schwefelsiure 
konz.: 18,2 ccm, von Weinsiaure: 49,3 g, von Oxalsiiure: 41,4 g. 

Wir geben zum Schlusse noch die tabellarische Aufstellung 
unserer Versuche, aus denen alle Einzelheiten ersichtlich sein 












werden. 





Beis piele von Konservierungsversuchen mit schwefliger Siure 
an frischem Rinderblut. 





Das Blut wurde am Schlachtungstag selbst (21. I[I. 1918) konserviert. 
I. Bei gewéhnlicher Zimmertemperatur: 
23. III. 25. III. 26.01. 27.10. 28. 01 
0°/o9 Spur Faulnis Beginnende Faulnis gefault 
1/,°/o9 H,S-Geruch Kein H,S-Geruch;  gefault 










verdachtig 
19/99 Schw. H,S-Ge- H,S-Geruch; ver- Begin- gefault 
ruch diachtig nende 
Fauln. 
29/55 gut gut gut gut Spur 
; verdicht. 
3%/o9 gut gut gut gut gut 





Die Probe mit 2°/)) war am 2. IV. gefault. 

Die Probe mit 3°/), wurde am 14. IV. fortgetan, sie war noch nicht 
gefault. 
If. Bei 30° im Thermostaten: 


23. III. 25.111. 26. Il. 















27. III. 28. III. 










09/55 gefault 
1/,°/o9 gefault gefault 
1°/), Beginnende gefault 
Fiaulnis 
2°/o9 gut gut gut Spur verdcht. Spur verdcht. 
3°/o9 gut gut gut gut gut 





Die Probe mit 2°/) war am 2. IV. gefault. 
Die Probe mit 3°/5, wurde am 18. IV. fortgetan, sie war noch nicht 
gefault. 
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Konservierungsversuche von defibriniertem Blut mit gebundener 
SO, (Na,SO, ohne Saurezusatz) 


bei Zimmertemperatur, angesetzt am 15. I. 1919: 
16. I. | ae 18. I. 
0%/o9 gut gefault -~ 
1/9°/o9 schwacher stark H,S gefault 
Faulnisgeruch 
|1°/g9 schwacher Fiulnisgeruch H,S gefault 
2°/99 schwacher Faulnisgeruch H,S weniger gefault 
3°/o9 ganz schwacher Faulnis- H,S schwach gefault 
geruch 


im Brutschrank, angesetzt am 15. I. 1919: 


16. I. 
0%/o9 gefault 
1/,°/o9 gefault 
1%, gefault 
2°/o9 gefault 
3°/o9 gefault 


bei Zimmertemperatur, angesetzt am 17. VI. 1919: 


18. VI. 20. VI. 
0°/o9 beg. Faulnis faul 
19/59 gut faul 
2°/o9 gut faul 
3°%/o9 gut faul 
4°%/o9 gut faul 
5°/o9 gut faul 


im Brutschrank. angesetzt am 17. VI. 1919: 


18. VI. 
0°/o9 gefault 
1%/o9 gefault 
2°/o9 gelauft 
3°%/oo gefault 
4°/,. gefault 
5°/o9 gefault 


Konservierungsversuche von defibriniertem Blut mit freier schwefliger Saure 
(Na,SO, mit der aquivalenten Menge Oxalsaiure versetzt). 


bei Zimmertemperatur, angesetzt am 17. VI. 1919: 
18. VI. 20. VI. 21. VI. 26. VI. 24. VI. 25. VI. 


0°/o9 beg. Faulnis gefault 

19/59 kein Blutgeruch beg. Faulnis 

2°/,, kein Blutgeruch gut gut gut gut gut 
3°/,9 kein Blutgeruch gut gut gut gut gut 
4°%/oq gut gut gut gut gut gut 














Konservierung von Blut. 153 


Konservierungsversuche von defibriniertem Blut mit freier schwefliger 
Saure (Na,SO, mit der aquivalenten Menge Weinsdure versetzt). 


1. Zimmertemperatur 15°, angesetzt am 17. VI. 1919: 


18. VI. 20. VI. 21. VI. 23. VI. 24. VI. 26. VI. 
19/59 Spur faul gefault 
29/59 gut, braun gefarbt gut gut beg. beg. beg. 
Faéulnis Faulnis Fiulnis 
3°/o9 gut, stark abgesetzt gut gut gut gut gut 
4°/59 gut, stark abgesetzt gut gut gut gut gut 
5°/o9 gut, stark abgesetzt gut gut gut gut gut 
2. im Brutschrank 30°, angesetzt 17. VI. 1919: 
18, VI. 20. VI. 21. VI. 23. VI. 24. VI. 25. VL 


0°/o9 gefault 
19/99 gefault 


2°/og Spur F. Spur F. Spur verschimmelt 
Spur 
3°/o9 gut gut gut Spur beg. beg. 
Faéulnis Faulnis 
49/59 gut, dicklich gut gut Spur do. do. 
5°/o9 gut, Gallerte gut gut Spur do. do. 





Konservierungsversuche von Fi brinb] ut (Blutkuchen wurde méglichst fein 
zerkleinert und wieder mit dem Serum vereinigt) mit freier schwefliger Saure 
(Na,SO, mit der aquivalenten Menge Salzsiure versetzt). 


1. Zimmertemperatur 15°. angesetzt am 23. V. 1919: 


24. V. SON. FV BA V.. WY. 31. V. 

0°/o9 gut gefault 

1°%/o9 gut gefault 

2°/o9 gut gut gut gut gut Z 

3°/o9 gut, braunlich verfarbt gut gut gut gut “til 

4°/,, gut, braéunlich verfirbt gut gut gut gut ee a 

5°/o9 gut, bréunlich verfarbt gut gut gut Spur weege- 
ea. | Worren 

Faulnis 


im Brutschrank 30°, angesetzt am 23. V. 1919: 
24. V. GN. 2.2. BY. 29.V. 31. V. 

0°/o9 Beginnende Fiulnis _—_ gefault 

1°/,9 Beginnende Fiulnis _—gefault 





2°%/o9 gut gut beg. gefault 
Faulnis 
3°/o9 gut gut Spur Spur Spur Poem 
Faulnis Faulnis Faulnis andect 
4°/o9 gut, braun, dicklich Spur Spur Spur | Faulnis wine 
Faulnis Faulnis Faulnis 
gestockt weten 
5°/o9 gut, braun, dicklich gut, ge- Spur beginn. Spur 
stockt Faulnis Faulnig Faulnis 
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Konservierungsversuche von Fibrinblut (Vorbehandlung siehe oben) 1: 1 
mit Wasser verdiinnt, mit freier schwefliger Siéure (Na,SO, mit der aqui- 
valenten Menge Salzsiure versetzt). 


1. Zimmertemperatur 15°, angesetzt am 17. VI. 1919: 
18. VI. 2. Vi. BW. 28... S66 VE 
0°/o9 beginnende Faulnis gefault 
1%/ 9 gut gefault 
2°/o9 gut gut Spur Spur - 
Faulnis 
3°/o9 gut gut gut gut 
4°/o9 gut gut gut gut 
gallertig 
59/59 gallertig gut gut gut gut 


im Brutschrank 30°, angesetzt 17. VI. 1919: 
18. VI. 20. VI. a1, Vi. 23. VI. 24. VI. 25. VI. 


0°/o9 gefault 

19/99 gefault 

2°/o9 beginnende Fiulnis 

3°/o9 Spur Faulnis, gallertig Spur Spur Spur Spur _ beginn. 
Faulnis Faulnis Fiaulnis 

4°/,, Spur Faulnis gallertig do. do. Spur Spur do. 

5°/o9 Spur Faulnis gallertig do. do. Spur Spur do. 


Meiner Mitarbeiterin, Frl. Beatrix Osborne, danke ich 
fiir ihre eifrige und verstindnisvolle Beteiligung an der Arbeit. ° 








Beitrag zum Mechanismus der Pepsinwirkung. 
Von 
A. Gyemant. 
{Aus dem biologischen Laboratorium des stiidt. Krankenhauses am Urban.) 
(Eingegangen am 24. Februar 1920.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


A, 


In der Frage, worauf der EinfluB der Siiure bei der Pepsin- 






verdauung beruhe, bestehen noch gewissé Meinungsverschieden- 
heiten. Michaelis hat die Theorie aufgestellt, daB die Fermente 
Elektrolyte seien, die nach dem Massenwirkungsgesetz disso- 
ziieren. Ihr Zustand wird also genau von der Wasserstoffionen- 
konzentration geregelt. Nimmt man nun an, da von den még- 
lichen Existenzformen des Ferments: Anion, Kation, ungeladenes 
Molekiil, nur eine die fermentative Wirkung ausiibt, so ist der 
Zusammenhang zwischen dieser Wirkung und der Wasserstoffzahl 
geklirt. Es wird durch Variierung der A das Verhialtnis zwischen 
dem wirksamen Anteil und der Gesamtmenge des Ferments ge- 
aindert und die Wirksamkeit geht diesem Verhialtnis parallel. 
Die Berechtigung dieser Annahme wurde am _ genauesten bei 
der Invertase bewiesen. Hier konnte man die Abhangigkeit der 
Wirkung von der Wasserstoffzahl am besten so erklaren, daB das 
Ferment ein Ampholyt sei und die Wirkung dem undissoziierten 
Anteil zukime. 

Nun wurde versucht, diese Anschauung auch auf andere Fermente, 
so auch auf das Pepsin zu iibertragen. Das Optimum der Wirkung wurde 
sowohl von Sérensen’) wie Michaelis und Davidsohn?) bei ungefahr 
Py = 1,8 gefunden. Da nun Uberfithrungsversuche ergaben, daB das Pepsin 






1) Sérensen, Enzymstudien II. Diese Zeitschr. 21, 131. 1909. 
2) Michaelis und Davidsohn, Die Bedeutung und Messung der 
Magensaftaziditét. Zeitschr. f. experim. Path. u. Ther. 8. 1910. 




































BBL LPO IIE NE LT 








156 A. Gyemant: 


bei dieser Wasserstoffzahl kathodisch ist, muBte, da mit steigender Ansiue- 
rung vom Neutralpunkt aus, die Wirkung zunimmt, den Pepsinkationen 
die proteolytische Wirkung zugeschrieben werden. Da8 die Verdauung mit 
steigender Aciditét dann durch ein Maximum ging, wurde mit der Hilfs- 
hypothese erklart, daB bei noch héheren Siuregraden das Pepsinmolekil 
ein zweiwertiges Kation wird, welches unwirksam sei. 

Dieser Anschauung gegeniiber entstand nun eine andere Theorie, welche 
hauptsichlich von W. Ringer’), Christiansen?) und J. Traube®) ver- 
treten wird. Danach sollte die Siure eigentlich nur die Rolle eines Quellungs- 
mittels spielen, das die EiweiBkérper den Fermenten durch die Quellung zu- 
ganglich macht. Mehrere Versuche ergaben, daB sich das Verdauungs- 
optimum mit dem Quellungsoptimum tatsichlich deckte. Besonders die 
Arbeiten von Ringer haben dargetan, daB 

1. verschiedene Séiuren in verschiedenem MaBe die Fahigkeit besitzen, 
das Pepsin zu aktivieren, und zwar daB diese Fihigkeit um so starker ist, 
je weniger hydrophil die Anionen der Saure sind; 

2. daB sie sogar das Optimum verschieben kénnen, und zwar in der 
Richtung, in der die Quellung starker wird. 

Michaelis hatte nun an méglichst homogen gelésten Eiwei8kérpern, 
Ringer anfanglich nur mit koaguliertem, festem EiweiB gearbeitet. Als 
nun aber Ringer‘) seine Versuche nicht nur mit festen, sondern auch mit 
gelésten Eiwei8kérpern anstellte, ergab sich, daB eine Parallelitét zwischen 
Verdauung und Quellung nicht mehr bestand. Er modifizierte seine Ansicht 
also dahin, da8 die Quellung des Substrats nur dann von Belang ist, wenn 
das Substrat fest ist, oder — falls es fliissig ist — nur im Beginn der 
Verdauung, weil dann die Partikel noch so gro8 sind, daB eine Quellung 
die Oberfliche bedeutend vermehren kann, was spiter nicht mehr der Fall 
ist. Wie also ersichtlich, ist die Bedeutung der Quellungstheorie von Ringer 
selbst bedeutend eingeschrinkt worden, da er z. B. angibt, daB im Beginn 
der Verdauung, wo dieser Einflu8 noch bemerkbar ist, nur 4/,, des Ver- 
dauungswertes, den er am Ende seiner Versuche beobachtete, zu finden war. 


Bevor wir mit der Klarung des Problems weitergingen, 
muB8te zuerst dieser Punkt beriicksichtigt werden. Bei festen 
EiweiBklumpen mag ja die Quellung eine gewisse Rolle spielen, 
das soll nicht geleugnet werden, und fiir die praktische Physio- 
logie ist diese Feststellung von Wert. Es ist sicher, da& man das 
Substrat bei der Verdauung beriicksichtigen muB und da dessen 


1) Ringer, Studien am Pekelharingschen Pepsin. II. Mitteilung. 
Zeitschr. f. physiol. Chemie 95. 1915. 

*) Christiansen, Beitrige zum Mechanismus der Pepsinverdauung. 
Diese Zeitschr. 47. 1912. 

3) J. Traube, Dtsch. med. Wochenschr. 1919. Nr. 27. Vgl. dazu 
L. Michaelis, ibid. 1920. Nr. 5. 

*) Ringer, Die Bedeutung des Zustandes des Substrats bei der Pepsin- 
verdauung. III. Mitt. Kolloid-Zeitschr. 19. 1916. 
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Quellungszustand in Fallen, wo wir .es mit zwei ,,grob“ ge- 
trennten Phasen zu tun haben, von Bedeutung ist. Wie weit 
indessen dieser Einflu8 der Saiuren den anderen, nimlich den 
EinfluB auf den Dissoziationszustand des Ferments zu _ver- 
decken vermag, das sollte nun in folgenden. Versuchen fest- 
gestellt werden. 

im allgemeinen liegt die Sache bei der Salzsiure so, dab 
das ,,EiweiBchlorid“ ein stark dissoziierter Elektrolyt ist, daB 
also mit steigender Ansiuerung bis zu ziemlich hoher Aziditat 
die Menge der EiweiBionen und die Quellung zunehmen muB. 
Dies ist jedoch keineswegs immer der Fall. Im Gegenteil, wir 
konnten zwei Kombinationen zusammenstellen, wo die Siure 
das EiweiB nicht zur Quellung, sondern zur Fallung bringt. Ein 
ausgesprochenes Beispiel hierfiir ist die Sulfosalicylsiure. 
Wenn man z. B. Serumeiweif damit ansiuert, entsteht zunichst 
eine milchige Triibung, die aber mit Steigerung der Siuremenge 
immer dicker und dicker wird, so daB das Eiwei® schlieBlich in 
Flocken ausfallt. Bei py = 2 ist dieser Zustand bei 0,5% EiweiB- 
gehalt lingst erreicht. Ganz ahnlich verhialt es sich bei der Kom- 
bination Ricinglobulin + HCl, welche die Grundlage des Pepsin- 
nachweises von M. Jacoby bildet. Das Ricin, in ClNa-Lésung 
gelést, hat ein Saurefaillungsoptimum gerade in der Nihe von 
Py = 2. Es stellte sich nun bei Verdauungsversuchen, die mit 
diesen beiden Gemischen angestellt worden sind, heraus, daB das 
Optimum der Verdauung bei genau derselben Aziditat liegt, wie 
es auch sonst zu finden ist, nimlich bei py, = etwa 1,7 bis 2. Hier 
hatten wir also ausgesprochen heterogene Systeme, wo Abweich- 
ungen von demjenigen Dissoziationszustand, wie er aus dem 
Massenwirkungsgesetz berechnet werden kann, sogar zu erwarten 
waren. Und dennoch fiel das Optimum genau dorthin, wo es mit 
geléstem EiweiB liegt. Wire der Quellungszustand von irgend 
einem Einflu8, so hitte man mindestens eine Verschiebung nach 
der alkalischen Seite antreffen miissen. Ja, wir kénnen sogar 
sagen, daB, wenn die Quellungstheorie richtig ist, dann die Sulfo- 
salicylsiure das Pepsin iiberhaupt nicht aktivieren kénnte, da 
sie ja unter keinen Umstinden das EiweiB durch Quellung vor- 
bereiten, sondern immer nur fallen kann. 

Was nun die Einzelheiten der Versuche betrifft, wurden sie 
folgendermaBen ausgefihrt. 





bs j 
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«Versuch I. 

Ausgegangen wurde von genuinem Menschenblutserum, und zwar 
in der Verdiinnung 1:10. Die gebrauchte Sulfosalicylsdure war 20 prozentig, 
die Pepsinlésung 1 proz. (Pepsin Griibler). Es wurden nun folgende Ge- 
mische hergestellt. 





3 2. a ee 

ccm | ccm | cem | cem | cem 
Verdiinntes Serum ..... : ae Fe 
Sulfosalicylsiure . 
H,O 
Pepsinlésung. 


Aus jedem wurden 10 ccm entnommen zur elektrometrischen Bestim- 
mung der Wasserstoffzahl. Der Rest wurde ins Wasserbad von 37° gestellt 
und darin unter 6fterem Umschiitteln 1 Stunde belassen. Zu 4,6 ccm des 
GefaiBes Nr. 6 wurden hingegen sofort nach Pepsinzusatz 3 ccm Sulfosalicyl- 
siure gesetzt und in 2 ccm des Filtrats der Stickstoff mit der Mikrokjel- 
dahl-Methode bestimmt. Dadurch ergab sich die Menge des durch Sulfo- 
salicylsiure iiberhaupt nicht fallbaren Stickstoffs, also gewissermaBen der 
Nullpunkt der Reihe. Dieser Wert (0,14 mg) wurde von den iibrigen abge- 
zogen. Ferner wurde in einem der Gemische der Gesamtstickstoff bestimmt 
und auf 2 ccm des Filtrats umgerechnet (0,8 mg). Nach der Verdauung 
wurde zur Ausfillung des EiweiBes und zur Unterbrechung der Verdauung 
in die GefaiBe folgende Menge von Séiure und Wasser gefiigt: 








il 


ere eS ee @ 


| ecem | cem | eem cem ecm 


Sulfosalicylsiure | 2,94 | 2,84 | 2,77 | 2,67 | 2,5 
HO .... . | 0,06 | 0,16 | 0,23 | 0,33 | 0,5 


Dadurch waren nun iiberall die gleichen Mengen von Siure vorhanden. 
Im Filtrat (2 ccm) war iiberal] N bestimmt. Das Ergebnis der Serie war 
folgendes: 





Serre er 


Sa aa Ga 
De os hen a Be + Ae fae 
VerdauterNinmg |} 0,28 | 0,44 | 0,51 | 0,45 | 0,43 
Gesamtstickstoff 0,8 mg. Pepsinkonzentration 0,4 °/o. 


’ 


| 
| 


Wie ersichtlich, wurde der Fortschritt der Verdauung durch 
die Zunahme des durch Sulfosalicylsiure nicht fallbaren Stick- 
stoffs bestimmt. Das Optimum liegt im 3. GefiB bei py 2,03. 

Zur Sicherung des Resultates wurde noch eine Serie gemacht, 
deren Zahlenangaben die folgenden sind: 
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Versuch II. 





i - eb oe: | 4. 5. Kon- 

ecm | cem | cem | cem cem | trolle 
Serumverdiinnung .... .| 12 ° 12 12 12 
MNO OS tae king ee oe a. : 0,8 0,9 


eee ae . . 06) 05) 1,4 
are Tk 06 06 06 


Je 10 ccm entnommen zur Bestimmung der h. Zur Kontrolle sofort 
SaureiiberschuB8. Der Rest 1 Stunde bei 37°. Dann wurde zugefiigt: 





4 ; 3. aor a 
| ecm ecm ecm 


oe 
9 
v 





ecm | ccm 


Sulfosalicylsiure | 2.9 | 28 2,8 


97 
BO. cat OE ee ee a 


Im Filtrat N bestimmt, Kontrollenwert abgezogen. Das Resultat war 
folgendes: 





T 2. 3. f 

Bae? abled. ee CL ee Lae eee) Ee 
VerdauterNinmg) 0,50 | 0,49 0,65 | 0,58 0,55 
Gesamnt-N 0,85 mg. Pepsinkonzentration 0,4 °/ 49. 


Verdauungsoptimum bei _ 


Py, = 1,99, also vollkommene 
Ubereinstimmung mit der 
ersten Reihe. Wir geben nun 
noch die Ergebnisse der bei- 
den Reihen in Kurven aufge- 
tragen: 











Um zu sehen, daB dic 
Verdauung nach Zusatz der 





iberschiissigen Sulfosalicyl- Abb. 1. © = 1. Versuch. 2. Versuch. 
siure tatsichlich zum Still- 

stand kam, haken wir noch folgenden Erginzungsversuch gemacht. Es 
wurden folgende Gemische hergestellt: 





Reines Serum Sues 

20°/, Sulfosalicylsiure 

MME sg a gh e2g " 

_ 8 2TIPeeOR SCRE > a eter ae ya » 3) 


Aus 3. wurden sofort 3 ccm abpipettiert, dazu 0,1 cem Pepsin (1,3%) 
und 1,5 cem H,0 gesetzt und in den Eisschrank gestellt. Zu 1. und 2. kamen 
je 0,5 com Pepsinlésung, darauf 1 Stunde lang Verdauung bei 37°; dann je 
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3 ccm entnommen, zu 1. kam 1,5 cem Sulfosalicylsiure, zu 2. 1,5 cem H,O, 
worauf sie auch in den Eisschrank gestellt wurden. Am anderen Tag alle 
abfiltriert, vom Filtrat je 2ccm zur N-Bestimmung verwendet. Darin waren 
in 1. (p, = 2,8) 0,63 in 2. 0,27, in 3. 0,22 mg N. Also stimmen 2. und 3. bis 
auf die Fehlergrenzen iiberein, es wurde bei SiuretiberschuB ebensoviel N 
gefunden im Filtrat, wie bei der Kontrolle ohne Verdauung, wahrend in 
1. 0,41 mg verdaut worden sind. 


Im ganzen ergibt sich fir die Versuche mit Sulfosalicylsiure : 
das Verdauungsoptimum ist etwa py = 2,0. Es ist nicht 
sehr scharf bestimmbar, wohl noch etwas unschiarfer 
als fiir andere Sauren; aber py = 3,3 ist schon weit ent- 
fernt von der optimalen Wirksamkeit und andererseits 
gelingt es leicht, durch einen UberschuB der Siure 
die Verdauung ganz zu unterdriicken. 


Versuch III. 


Die Ricinglobulinlésung wurde folgendermaBen hergestellt. Es wurden 
2 g Ricin (nach Jacoby), 10g NaCl und 200 g H,O unter é6fterem Umrihren 
24 Stunden bei Zimmertemperatur belassen, dann filtriert. Das Filtrat 
war leicht triibe. Davon je 20 ccm, ferner: 








rh 


; ccm 


Pe. a | on | 02 | 05 
| ES ere ere ae | : | 1,5 
Pepsinlisung (1 proz.)... .j 0,2 | 0,2 | 0,2 | 0,2 


1 Stunde bei 37°. Dann zu je 5 ccm. 











} ccm 


Oa ee | 01 | 02 | 0,4 
met: | | | 09 | 08 | 06 
20 proz. Sulfosalicylsiure . .| | Be ae oe 1 


Also iiberall gleichviel Menge von Saure. 24 Stunden im Hisschrank 
stehen gelassen, dann filtriert, je 5 cem zu Kjeldahl verwendet. Ferner wurde 
Aus einer dem Verdauungsgemisch ahnlich bereiteten Fliissigkeit das EiweiB 
ohne Verdauung niedergeschlagen, im Filtrat N bestimmt und dieser Wert 





Ceres 





| 3,58 | 2,6 | 1,76 | 
0 0,46 | 0,6 | 0,83 | 
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von allen iibrigen abgezogen. mg 
P, wurde hier nach der Ver- yg 
dauung bestimmt, im Gegen- — 
satz zu den zwei ersten Ver- g6 
suchen. Das macht aber, wie 
wir noch sehen werden, nicht 24 
viel aus. 

Verdauungsoptimum bei 
Py = 1,76, also etwa dort, wo 


~~ An ew OD 


02 


In Kurvenform dargestellt: 





9 


Nun kénnen wir weiter gehen und fragen: Falls wir die 
Quellungstheorie als ungeniigend zur Erklarung des Pepsin- 
optimums betrachten kénnen, bleibt dann nur die zu Anfang 
erwaihnte Theorie iibrig, oder sind auch noch andere Erklarungs- 
méglichkeiten vorhanden? Wir werden sofort sehen, daB zwar 
der Kern der Michaelisschen Theorie, naimlich der EinfluB 
der h auf den Dissoziationszustand aufrecht zu erhalten ist, dab 
hingegen die speziellen Aussagen tiber den Pepsinmechanismus 
verschiedene sein kénnen. Und da miissen wir nun erstens auf 
folgendes hinweisen. 

Es wurde bei der Fassung der zu Anfang geschilderten Theorie 
der Umstand unberiicksichtigt gelassen, da ja das Substrat 
der Pepsinverdauung ebenfalls ein Ampholyt ist, folglich, daB es 
ebenso dem Einflu8 der Wasserstoffzahl unterliegt, wie das Fer- 
ment selbst. Bei der Invertasewirkung ist die Sache einfach, da 
Saccharose nur in einer Form vorkommt, von welcher h auch 
die Lésung sein mag. Der hypothetische Stoff, welcher durch 
Vereinigung des Ferments und des Substrats zustande kommt 
und wahrscheinlich bei jeder Fermentwirkung mit seiner Kon- 
zentration die Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt, war hier 
leicht als Funktion der Menge der undissoziierten Invertase- 
molekiile berechenbar, wie das Michaelis") auch durchgefihrt 
hat. Beim Pepsin ist der Sachverhalt komplizierter. Es wird 
durch die h auch der Zustand des EiweiBes geandert. 

Hier greift nun eine interessante Beobachtung von Pekel- 






















1) Michaelis, Zur Theorie der elektrolytischen Dissoziation der Fer- 
mente. Diese Zeitschr. 60. 1914. 
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haring und Ringer?) ein, die wir als richtig annehmen diirfen, 
wenn wir auch leider zur Zeit nicht die Méglichkeit haben, sie 
nachzuuntersuchen. Sie arbeiteten nimlich mit einem Pepsin- 
priparat, das nach Pekelharing aus Hundemagensaft_her- 
gestellt wird und sich durch besondere Reinheit auszeichnet. 
Sie fanden nun, daB dieses Pepsin immer anodisch wandert, 
mochten sie die Lésung noch so stark ansiiuern. Das reine Pepsin 
muB also tatsachlich als Siure und nicht als Ampholyt mit meBbar 
groBem Basencharakter aufgefaBt werden. Und zwar als eine 
recht starke Siure, denn eine schwache sollte ja doch schon von 
etwa "/199-HCl ganz entladen werden. Ringer beobachtete aber 
erst bei "/,,.-Lésungen eine deutliche Abnahme der Wanderung. 
Wir diirfen hiernach fiir das Pepsin eine Dissoziationskonstante 
von der GréBenordnung 10-' vermuten. Wenn aber Ringer 
seinem Pepsin EiweiB zufiigte, so zeigte es das von Michaelis 
und Davidsohn beschriebene Verhalten, es wanderte in stark 
saurer Lésung kathodisch. Offenbar ist also der isoelektrische 
Punkt, den Michaelis und Davidsohn gefunden haben, nicht 
der des reinen Pepsins, sondern der einer Pepsin- Peptonverbindung. 
Eigentlich hatte man ja erwarten miissen, daB diese Verbindung 
elektrisch neutral ist, da aber die EiweiBkérper mehrere Basen- 
gruppen besitzen, so wird auBer der an das Pepsin bindungsfahigen 
basischen Gruppe noch eine zweite, wahrscheinlich schwiacher 
basische Gruppe, vorhanden sein, und die Verbindung verhalt 
sich wie ein Ampholyt, dessen Ladung von der Wasserstoffzahl 
abhangig ist. 

Unter dieser Annahme entwickelt sich nun das Bild der 
Pepsinverdauung folgendermaBen. Der EiweiBkérper wird durch 
steigende Siuremengen immer mehr als Kation dissoziieren. Und 
je mehr er das tut, umso mehr kann sich das EiweiB mit dem 
negativen Pepsinanion vereinigen. Die Verdauung wird mit 
steigender Aziditaét immer intensiver. Dies ist eine Auffassung, 
die sich neuerdings auch bei Northrop?) geltend macht und auch, 
Ringer in den neueren Arbeiten fiir geléste EiweiBk6rper vertritt. 
Nur beharrt er dabei bei der Ansicht, dem Zustand des Ferments 


1) Pekelharing und Ringer, Zur elektrischen Uberfiihrung des 
Pepsins. Zeitschr. f. physiol. Chemie 35. 1911. 

2) Northrop, The combination of enzyme and substrate. Journ. of 
general physiology 2. 1919. 
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ginge jede besondere Bedeutung ab. Und hier gehen unsere An- 
sichten wieder auseinander. Wenn wir nimlich die Frage stellen, 
warum bei steigender Aziditét die Wirkung des Pepsins wieder 
abnimmt, so sehen wir, daB jetzt eigentlich die Anschauung von 
Michaelis, welche vom Dissoziationszustand des Ferments 
ausging, in ihre Rechte tritt. Es ist ja klar, dab, wenn auch das 
Pepsin als verhiltnismaBig starke Siure zu betrachten ist, so 
seine Dissoziation durch py < 2 doch allmahlich zuriick- 
gedringt wird, wie dies auch aus Ringers Kataphoresebefunden 
hervorgeht. Und deswegen mu8 auch die Konzentration der 
intermediaren PepsineiweiBverbindung bei Verminderung von 
py schlieBlich wieder sinken. 

Demgegeniiber behauptet Ringer, daB dieser Riickgang 
der Verdauung bei Uberschreitung des Saiureoptimums auch 
vom Substrat herriihre, und zwar beruhe er auf einer Zuriick- 
drangung der positiven Ladung des EiweiBes durch den Uber- 
schu8 der Cl-Ionen. Dadurch vermehre sich die Oberflichen- 
spannung der EiweiBpartikel, ihr Dispersitatsgrad miisse also 
wieder sinken'). Kurz, der absteigende Schenkel der Ver- 
dauungskurve sei durch die Anionen und nicht durch die h 
verursacht. 

DaB dies nicht oder zum mindesten nicht allein so sein kann, 
bewiesen wir durch folgende Versuchsanordnung. Es wurde eine 
EiweiBlésung mit starkem Sauregehalt und daraus die verschie- 
denen / durch Versetzen mit NaOH hergestellt. Dadurch ist die 
Konzentration der Chloride iiberall die gleiche, es variiert bloB 
die Wasserstoffzahl (und die zweifellos belanglose Na-Konzen- 
tration). Waren nun die tiberschissigen Chloride fiir eine Ver- 
schlechterung der Verdauung verantwortlich zu machen, so sollte 
in dieser Serie kein Optimum vorhanden sein. Dieses Optimum 
wurde aber auch hier beobachtet; es zeigte sich, daB es bei der 
gleichen / lag, wie sonst, obzwar bei ihrer Uberschreitung die 
[Cl’] nicht, nur die ) vermehrt wurde. Hieraus ist ersichtlich, 
daB, soweit erkennbar, nur diese letztere auf die Optimumbil- 
dung EinfluB hat. 

Im ibrigen gestaltete sich der Versuch folgendermafen. 


1) Ringer, Etudes sur la pepsine de Pekelharing. Arch. Neerland. de 
Physiol. de homme et des animaux. 1919. 
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Versuch IV. 


Die Stammlésung wurde aus 12 ccm Serum, 15 ccm n H,SO, und 
93 com H,O hergestellt, in sechs gleiche Teile verteilt und mit folgenden 
Mengen NaOH + H,0O versehen: 








REE RE Be Ae we! 

eid | cem | cem | cem | cem | ccm | eem_ 
Sie om we koe wee ee 
17 | 19 | 22 | 27 | 4 


Nun wurden alle GefiaiBe in zwei gleiche Teile geteilt. Die eine Hilfte 
wurde mit je 0,5 ccm 0,67% Pepsinlésung 1 Stunde lang auf 37° gehalten. 
Dann p, bestimmt, auBerdem je 2,5 ccm in folgende Roéhren gesetzt: 








as ee ee ee 
ecm | cem | ecm | cem | | 


| | 02 | 0,4 | 
n NaOH | ae ae | 25 
H,0 | | 0,8 | 06 3 | 75 

| 25 | 25 | 25 | 5 








Vom Filtrat je 3ccm (1,25 des Verdauungsgemisches) zur N-Bestim- 
mung verwendet. Die andere Hialfte wurde mit ebensoviel abgetétetem 
(eine halbe Stunde lang gekochtem) Pepsin versetzt, darin p,, auBerdem 
Gesamt-N und der durch Sulfosalicylsiure iiberhaupt nicht niederge- 
schlagene Stickstoff bestimmt. Dieser Wert betrug hier 0,048 mg in 
1,25 com des Gemisches. Der Versuch ergab folgende Werte: 








| | 


tu | 2) 3 14 5. | 6. 


= idiainctandals { 6,68 3,88 | 2 6 
2 8,77 | 4,1 | 2,67 | 2,25 
0 


4/18 
9 | 1,32 
9 | 068 


1,7 
1,7 
0,8 


a] 


1 

nach | 2 
VerdautemgN....... | 0 0,52 | 0,6 79 

9 


Gesamt-N 0,88 mg. Pepsinkonzentration 0,279 


4 
| 
| 
J 
/O° 


In Kurvenform: 





Als Nebenergebnis 
ist aus dieser Reihe er- 
sichtlich, da sich zwar 
die py mit der Verdauung 
infolge von Freiwerden 
mehrerer Aminogruppen 
nach der alkalischen Seite 
verschiebt (wie das auch 
von anderen Autoren ge- 
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funden wurde), daB jedoch diese Verschiebung in der Nahe des 
Optimums in dieser Versuchsanordnung ohne besonderes Be- 
denken zu vernachlassigen ist. Weiter finden wir — wie schon 
gesagt — ein ausgesprochenes Optimum bei py = 1,79. — Die- 
selbe Versuchsanordnung hat iibrigens auch Sérensen gehabt. 
Er ging von einer sehr sauren Azidalbuminlésung aus, deren py 
er ebenfalls durch steigende Mengen NaOH variierte, und er fand 
trotz des konstanten Chloridgehaltes ein Optimum. 

Es muB also auch der absteigende Teil der Kurve eine Funk- 
tion der Wasserstoffzahl sein, nur daB es hier nicht mehr auf die 
Wirkung auf das Substrat, sondern auf den Einflu8 auf das 
Ferment ankommt. 

Man gewinnt also aus alledem die Vorstellung, daB es bei 
der Pepsinverdauung — was das Substrat betrifft — bloB auf die 
Gegenwart von EiweiBkationen ankommt; ob diese in Lésung, 
also in hydratisiertem Zustand im Paulischen Sinne, oder in 
Form von grobdispersen Teilchen zugegen sind, hat auf die Lage 
der optimalen Wasserstoffzahl keinen Einflu8. Man kénnte nun 
trotz der beschriebenen experimentellen Belege gewisse Bedenken 
gegen die Theorie erheben, indem man auf den ersten Blick 
unverstaindlich findet, wie die Tatsache, daB ein Niederschlag 
von Pepsin iiberhaupt verdaut werden kann, mit der Ladungs- 
theorie vereinbar ist, oder wie iiberhaupt ein ungeléstes Substrat 
verdaut werden kann. In der Tat ist die Theorie in der bisher 
ausgesprochenen Form nur der Bedingung adaquat, daB Ferment 
und Substrat wirklich gelést sind und im Stande sind, Ionen im 
gewohnlichen Sinne zu bilden. Sobald das Substrat nicht mole- 
kulardispers gelést ist, mu8 man eine andere Darstellungsweise 
wahlen. Man darf dann nicht mehr von dem Dissoziationsgrad 
sprechen, sondern von dem Ladungszustand des Substrats. Die 
an der Oberfliche der Teilchen vor sich gehenden chemischen 
Reaktionen treten dann unter dem Bilde der Adsorptionen in 
Erscheinung und zwar nicht in Form der auf Oberflichenspan- 
nungen zuriickzufiihrenden apolaren Adsorption, sondern in 
Form der Ionenaustauschadsorption!), welche ein volliges Aqui- 
valent einer echten chemischen Reaktion ist, wie Freisetzen von 
Jod aus seinen Salzen durch Chlor und ahnliches. Denken wir 
1) Michaelis und Rona, Die Adsorption der organischen Farbstoffe. 
Diese Zeitschr. 97. 1919. 
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uns ein ungeléstes Teilchen von EiweifSsulfosalicylat in Beriithrung 
mit einer Lésung von Pepsinionen, so wird an der Oberflaiche des 
Teilchens ein Austausch von Sulfosalicylsiure-Ionen und Pepsin- 
ionen stattfinden, und genau dieselbe Reaktion, die in anderen 
Fallen in der Lésung vor sich geht, spielt sich hier an einer Ober- 
fliche ab. Es stellt sich in beiden Fallen ein Gleichgewicht her 
zwischen dem Ferment, dem zu verdauenden Substrat und der 
Verbindung dieser beiden, und dieses Gleichgewicht ist in beiden 
Fallen von der / abhingig. Diese Auffassung nahert sich in 
mancher Beziehung der von Abderhalden und Fodor?); sie 
legen ihrer Betrachtung die Annahme zugrunde, da8 das Ferment 
auf alle Falle kolloidal sei und die Auffassung einer elektrolyti- 
schen Dissoziation nicht anwendbar sei, wahrend hier gezeigt 
wird, wie die Vorgiinge in echten Lésungen durch alle Uberginge 
mit denen in mikroheterogenen Systemen, oder in zweiphasigen 
Systemen, bei denen die eine Phase ein quellbares Ol ist, ver- 
bunden sind. Die Berechtigung, hier einen stetigen Ubergang 
anzunehmen, zeigen die Untersuchungen von Michaelis und 
Davidsohn?) an der Invertase, wo fiir den Fall eines nur 
wenig kolloidalen Ferments die Anwendung der gewéhnlichen 
Dissoziationsgesetze quantitativ richtige Resultate ergibt. 


3. 


Es eriibrigt hiermit nur noch die vielumstrittene Frage zu 
beantworten, wie es sich mit den verschiedenen Sauren verhilt. 
GemaB unserer Auffassung kommt es ja, wie es zunichst scheint, 
bloB auf die han. Da ist nun aber folgendes zu beachten. Das 
Salz, das die betreffende Saiure mit EiweiB bildet, kann sehr ver- 
schieden dissoziiert sein. Im allgemeinen ist die Dissoziation 
der EiweiBsalze mit den gewohnlichen Anionen ziemlich stark. 
Wie dem aber auch sei, es kann die Lage des Optimums 
je nach der Art der Siure nicht verschieden sein. Da- 
gegen ist sehr wohl méglich, daB eine Saiure, deren EiweiBsalZ 
als weniger dissoziiert zu betrachten ist, absolut geringere Ver- 
dauungswerte liefert, weil eine Konkurrenz zwischen dem Pepsin- 
Anion und diesem Saure-Anion um das Eiweif stattfindet. 


1) Abderhalden und Fodor, Fermentforschung, 1, 533. 1916. 
2) Michaelis und Davidsohn, Diese Zeitschr. 35, 386. 1911. 
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Northrop’) findet hier keine Unterschiede, vielleicht, weil er 
mit zu hohen Pepsinkonzentrationen arbeitet, welche die Ani- 
onenwirkung verdecken. 

Wir haben, um dies zu entscheiden, HCl, H,SO, und Sulfo- 
salicylsiure miteinander verglichen. Die Reihe mit Sulfosalicyl- 
siure haben wir schon in den ersten beiden, die mit H,SO, im vierten 
Versuch, so daB bloB noch eine mit HCl zu machen iibrig blieb. 


Versuch V. 





je ere ete. 


em | ecm | cem | cem | cem | com 


| 12 12 so (8 {1 
Pepsin 1 °/,5 0,6 0.6 0,6 | 06 0,6 
| 02; 03; 05}; O8 | — 
06} 05] 0o3| — 0,8 





6. war Kontrolle zur Nullpunktbestimmung. Aus den iibrigen je 10 cem 
abgehoben zu h-Bestimmung, der Rest 1 Stunde im Wasserbad bei 37° ge- 
halten. Dann wurden folgende Gemische zugefiigt: 





2. 3. 4. 5. 


cem ecm ecm ecm 


0,15 | 0,13 0,08 | — 
20. | 0,02 | 0,05 | 0,07 | 0,12 | 0,2 
Sulfosalicylsiure || 3 3 | 3 | 3 


Im Filtrat (2 com) N bestimmt. 




















| i. | 2. bi 
| 3,48 | 2,66 | 2,11 | 1,7 | 
| 0,05 | 0,4 | 0,59 | 0,57 

Gesamt-N 0,89 m. Pepsinkonzentration 0,04 °/,. 





Also Optimum bei 1,9 ccm. mg N 

Wenn wir die Serien vergleichen, 24 
finden wir folgendes. Innerhalb einer 
Reihe liegen die Optima bei gleichen G4 / 
PH. Dieser Befund deckt sich also mit oz > 
dem von Michaelis und Mendels- ~ ae 
sohn’), die HCl, HNO,, Oxal- und , 
Weinsiiure verglichen haben. Bei un- Pn 
serer HCl-Reihe wird vom Gesamt-N Abb. 4. 
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1) Northrop, The effect of various acids on the digestion of proteins 


by pepsin. Journ. of general physiology 1. 1919. 
2) Michaelis u. Mendelssohn, Die Wirkungsbedingungen des 


Peysins. Diese Zeitschr. 65. 1914. 
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(im Durchschnitt 0,85 mg) bei einer Pepsinkonzentration von 0,04°/99 
0,6 mg verdaut. Die Sulfosalicylsiure bedarf ‘einer zehnfach so hohen 
Pepsinkonzentration (0,4°/99), um eine Verdauung von derselben GréBen- 
ordnung zu bewirken, wihrend bei der Schwefelsaiurereihe mit einem Pepsin- 
gehalt von 0,27°/o, alles verdaut wurde. Die Werte fiir Salz- und Schwefel- 
sdure sind also ungefihr gleich zu schiitzen, wahrend sie eine sichere Erniedri- 
gung bei der Sulfosalicylsiurereihe zeigen, eben deshalb, weil sich hier das 
Eiwei8 zwischen Pepsin- und Sulfosalicylsiureanionen verteilt. Ebenso laBt 
sich erkliren, da8 Naphthalinsulfosiure!) zur Aktivierung des Pepsins 
nicht geeignet ist; sie besitzt nimlich so hohe Affinitaét zum Eiwei8, daB 
sich das Pepsin mit ihm nicht verbinden kann. 


Zusammenfassung. 


1. Die Quellungstheorie der Pepsinverdauung wird durch 
Versuche in heterogenen Systemen widerlegt. 

2. Fir den ganzen Verlauf der Kurve und die Lage des Op- 
timums wird bloB die Wasserstoffzahl verantwortlich gemacht 
und zwar durch ihre gleichzeitige Wirkung auf das EiweiB und 
das Pepsin. 

3. Die Art des Siureanions hat auf die absoluten Betraige der 
Verdauung in gewissen Fallen (Sulfocalizylsiure!) einen Einflu8, 
aber niemals auf die Lage des h-Optimums. 


1) L. Michaelis, Die Bestimmung und Bedeutung der Fermente 
im Magensaft. Dtsch. med. Wochenschr. 1918, Nr. 25. 


Berichtigung zur Mitteilung von E. Herzfeld und R. Klinger: 
Zur Chemie des Blutfarbstoffes'). 


Von 
Paul Hari. 


(Eingegangen am 10. Februar 1920.) 


Entgegen der Meinung der Autoren kann ich das Verdienst, den Aus- 
druck ,,Hamochrom“ zum ersten Male verwendet zu haben, nicht fiir mich 
in Anspruch nehmen, da dies von seiten Christian Bohrs*) 1904 geschah. 
Seit dieser Zeit verwendeten ihn Lehr- sowohl auch als Handbiicher schon 
lange vor dem Erscheinen meines Lehrbuches. 


1) Diese Zeitschr. 100, 70. 
2) Zentralbl. f. Physiol. 17, 688. 1909. 
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Nathan Zuntz f. 


Die ,, Biochemische Zeitschrift‘‘ betrauert aufs tiefste 
den Heimgang ihres Mitbegriinders Nathan Zuntz, 
der am 23. Marz 1920 sein arbeitreiches Leben beschloB. 

Was Zuntz fir die Biologie geleistet hat, zihlt zu 
den Grundpfeilern dieser Wissenschaft. Seine Forschun- 
gen iiber den Gasstoffwechsel, tiber die Methoden der 
Gasanalyse, iber die Verdauungsarbeit, tiber die Gar- 
verluste der vegetabilischen Nahrungsstoffe, die Lehre 
von der Nahrungsdepression, seine Studien iiber die 
symbiotischen Wirkungen der Bakterien im Verdauungs- 
kanal der Pflanzenfresser bedeuten zugleich Entwick- 
lungsperioden der Biochemie. 

Unverginglich wie die Erinnerung an solche ge- 
waltigen Schépfungen ist bei allen, die ihn kannten, die 
Erinnerung an den Menschen Zuntz, der auch groB 
war als Lehrer, Berater und Organisator. 
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Die Zerlegung der Tyrosinase in Komponenten. 


Von 
Hugo Haehn. 


(Mitteilung aus der Rohstoffabteilung des Instituts fiir Garungsgewerbe 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 26. Februar 1920.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer vorliufigen Mitteilung!) habe ich dargetan, daB sich 
die Tyrosinase der Kartoffel durch Ultrafiltration in eine thermo- 
labile Fraktion I, als «-Tyrosinase bezeichnet, und in einen koch- 
festen Aktivator (Fraktion II) spalten l4Bt. Es wurde ferner 
berichtet, daB die beiden Komponenten, Fraktion I und II, 
jede fiir sich mit Tyrosin gepriift, unwirksam waren, daB jedoch 
das Gemisch beider wieder die normale Tyrosinasereaktion her- 
vorrief. Im Laufe der Untersuchung hatte sich dann der Akti- 
vator durch die Asche des Ultrafiltrates (Fraktion II) ersetzen 
lassen und somit war nun zunichst die weitere Aufgabe gestellt 
worden, die wirksamen Salzbestandteile zu ermitteln. 


I. Einflu8 der Basen und Saéuren auf die Tyrosinasereaktion. 


Es lag die Vermutung nahe, den Eintritt der Tyrosinase- 
reaktion durch das Ge misch der Komponenten einfach durch 
die Herstellung einer bestimmten Hydroxylionenkonzentration 
erklaren zu kénnen, da bereits in der erwahnten Arbeit darauf 
hingewiesen wurde, da8 bisher eine quantitative Trennung noch 
nicht gegliickt sei. Mithin war man zu der Ansicht berechtigt, 
die ganz stark verzégerte Tyrosinasereaktion der einen Kom- 
ponente (Fraktion I, «-Tyrosinase) einfach dem veranderten 
Reaktionsmilieu zuzuschreiben. Fraktion II hatte also die not- 
wendige Menge Saure zur Abstumpfung der stérenden Hydroxyl- 
ionen. Prifte man die beiden Ultrafiltrationen gegen Lackmus- 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 52, 2029. (1919.) 
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papier, so zeigte in der Tat das Filtrat (Fraktion II, Aktivator) 
eine viel stiirkere sauere Reaktion wie der in Wasser aufgenommene 
Riickstand («-Tyrosinase). Die verwendete Tyrosinlésung, be- 
reitet durch Auflésen von 0,05 g des Kahl bau mschen Priaparates 
in der berechneten Menge frisch ausgegliihten Natriumcarbonates, 
reagierte schwach alkalisch. Wurde nun hierzu die fast neutral 
reagierende «-Tyrosinase gegeben, so muBte der ProzeB entgegen 
den natiirlichen Bedingungen, namlich im schwach sauren Kar- 
toffelsaft, im alkalischen Medium vor sich gehen, was die Ursache 
der duBerst starken Verzégerung sein konnte. 

Diese Vermutung war gar nicht so unberechtigt, denn es zeigte 
sich, da8 man mit saurem Kaliumphosphat allein schon die «-Tyro- 
sinase aktivieren konnte. Gibt man nimlich zu 5 ccm Tyrosin- 
lésung 0,2 ccm Fraktion I und 0,2 cem einer 1% igen Monokalium- 
phosphatlésung, so tritt sehr bald die typische Rotfirbung, die 
Praimelaninbildung, ein. 

Um den Einflu8B der Hydroxylionenkonzentration 
experimentell zu priifen, wurden Versuche mit einer schwach 


Tabelle I. 
Wirkt Alkali (Na,CO,) bei der Tyrosinasereaktion hemmend ? 


Tyrosinlésung I: 0,050 g Tyrosin -+- 0,014 g Na,CO, (gegliiht) in 100 cemH,O 
Tyrosinlésung IT: 0,050 g Tyrosin + 0,028 g Na,CQ, (gegliiht) in 100ccmH,0. 


20 ccm PreBsaft der Knolle Silesia, 2 Tage autolysiert bei Zimmertempe- 
ratur unter Thymol. Ultrafiltriert nach Bechhold mit 41/,% Filter bei 
5—7 Atm. Filtrat 17 com: Fraktion II. Filterriickstand zweimal mit je 
10 ccm Wasser gewaschen, dann in 17 ccm Wasser aufgenommen und iiber 
Nacht autolysieren lassen und durch gewéhnliches FlieBpapier filtriert. 


Filtrat: Fraktion I. 
Zimmertemperatur 
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alkalischen Tyrosinlésung von der oben angegebenen Zusammen- 
setzung (Tyrosinlésung I) und mit einer zweiten Lésung ange- 
setzt, bei der das doppelte Quantum ausgegliihtes Natrium- 
carbonat als berechnet wurde zur Anwendung kam (Tyrosin- 
lésung II), Auf Tabelle I finden wir denn auch deutlich, wie stark 
das Alkali hier die Reaktion hemmt. In der sch wach alkalischen 
Tyrosinlésung gibt das Fraktionsgemisch schon nach einer halben 
Stunde eine Rosafiirbung (Versuche 3 und 4), wahrend derselbe 
Versuch im starker alkalischen Medium in dieser Zeit wasser- 
hell bleibt (Versuche 7 und 8). Erst nach 3 Stunden haben wir 
hier deutliche Farbung. Die Fraktion I ohne Zusatz im Kontroll- 
versuch bleibt tiber zwei Stunden wasserhell. 

Aus den angefiihrten Versuchen geht hervor, da die H ydro- 
xylionen bei stirkerer Konzentration die Tyrosinasereaktion 
sehr deutlich he mmen. Da, wie schon angefihrt, die Fraktion I 
sich in der Tyrosinlésung im alkalischen Medium befindet, so 
muBte ein Zusatz von Saure bis zur Neutralisation die Reaktions- 


Tabelle II. 


Einflu8 der H- und OH-Ionen der Phosphate bei der Tyrosinase- 
reaktion. 


Tyrosinlésung I wie auf Tab. I. Fraktion I wie auf Tab. I; war jedoch 
durch mehrmaliges Filtrieren geschwicht worden, weshalb 0,4 ccm zu 
jedem Versuche genommen werden muBten. — Nr. 5 und 6 Zusatz von Essig- 
sdure bis zur Neutralisation gegen Lackmuspapier. Bechhold-Filter. Prii- 
fung von saurem und alkalischem Phosphat. 


Zimmertemperatur 
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geschwindigkeit vergréBern. In der Tat bewirkt auch ein Zusatz 
von Essigsiure eine starke Beschleunigung. Auf Tabelle II 
sehen wir, daB die Neutralisation mit Essigsiure die Primelanin- 
bildung stark beschleunigt hat. Wahrend Versuche 5 und 6 
nach einer Stunde bereits starke Rétung zeigten, waren die 
Kontrollen (Nr. 1 und 2) in dieser Zeit wasserhell geblieben. 
Auch andere Sauren, wie Milchsiure und Salzsiure, gaben den- 
selben Effekt (Tab. III, Nr. 5—10). Wurde jedoch von diesen 


Tabelle III. 


Kann durch Zusatz von Sauren bis zur Neutralisation Fraktion I 
aktiviert werden ? 


Fraktion I von der Ultrafiltration mit Bechholdfilter. — Bei allen 
Saureversuchen so viel Séure bis zur Neutralisation gegen Lackmus. 


Zimmertemperatur 








Tyrosin- Zusatz von Beobachtung nach Stunden 


Nummer | 


lésung I | Fraktion I 0,4 ccm }-—————_————_—_—_ 30 


20 











| 
ie wil i 
rosa H 


Fraktion I 
Kontrolle | 
Fraktion I + | 
Fraktion II } rot |} braunrot 

5 ecm Fraktion I + 

5 ecm Essigsiure 


Fe 
5 cem | Fraktion I + 
} 


5 cem 
5 ecm 
5 ecm 
5 ecm 


} wasserhel] | | r violett 


braun- 
violett 


: 
| braunrot 
mit 


Stich ins 
. | >braunrot 
5 ecm Schwarze 
5 ecm 
5 ecem 
5 cem 


Fraktion I + 
Salzsiure 
Fraktion I + 
0,0050 g¢ KH,PO, 


| 
5 ecm Milchsaure 








braun- 
violett 








1 & 
3 | 
4] 
5 

6 | 
7 | 
8 | 
9 | 
0 | 
1} 
2 





— i 


Sauren der Neutralpunkt tiberschritten und zeigte das Medium 
nur eine ganz schwache Sauerung gegen Lackmus, so gab es 
eine so starke Verzégerung der Tyrosinoxydation, da8 die Rétung 
erst nach Stunden eintrat. 

Das gab Anla8 zur Priifung der Frage, ob diese Reaktions- 
hemmung nur von der Wasserstoffionenkonzentration abhangig 
sei, oder ob die Natur der Saure hierbei auch eine Rolle spiele. 
Es wurden nun Tyrosinlésungen mit Essigsiure, Milchsiure und 
Salzséure gegen Lackmus angesiiuert und darauf mit einem Pref- 
saft versetzt (Tab. IV). 
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Tabelle IV. 


Wirken H-Ionen der Essig-, Milch- und Salzsiure bei der Tyro- 
sinasereaktion hemmend ? 


Es soll gepriift werden, ob Sauren, bis zur lackmussauren Reak- 
tion zugefiigt, hemmend wirken. Zur Verwendung kam 10 Tage lang 
bei Zimmertemperatur gelagerter PreBsaft. 

Zimmertemperatur 
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Die Kontrollversuche Nr. 1 und 2, also Versuche ohne Zusatz 
im schwach alkalischen Medium, zeigten nach 4 Stunde 
schon Rosafirbung. Die Versuche, die mit Essigsiure und Milch- 
siure genau neutralisiert worden waren, gaben eine etwas 
schnellere Rétung (Nr. 3—6). Wurden aber Anséiuerungen 
mit Essigsiure, Milchsiure und Salzsiiure vorgenommen, so war 
die Reaktionshemmung sehr augenfillig (Nr. 7—12). Ein ganz 
anderer Effekt wird hingegen erzielt, wenn man die H-ionen in 
Form von primaérem Kaliumphosphat hinzufiigt. Hierdurch wird 
keine Reaktionsverzégerung bewirkt. Selbst wenn man mit 
0,03 g Monokaliumphosphat so stark ansiuert (Versuche 19 und 
20), daB die Lackmusrétung bedeutend intensiver ist als 
bei den genannten organischen Siuren, so trat dennoch die Rot- 
farbung in der gewéhnlichen Weise ein. Am starksten hemmend 
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scheint die Salzsiure zu wirken, am wenigsten Essigsiure. Da das 
nach der Streckerschen Reaktion (siehe weiter unten) abgespal- 
tene Ammoniak durch die starken Saiuren gebunden wird und 
dasselbe sicher zur Melaninsynthese erforderlich ist, so kénnte 
man hierin eine Erklarung fiir die hemmende Kraft der Saiuren 
finden. Diese qualitativen Versuche miissen erst durch genaue 
Messungen der Wasserstoffionen erginzt werden, um ein voll- 
standiges Bild von der Wichtigkeit der Siuren fiir diesen Enzym- 
prozeB zu bekommen. Hier schon die Experimente einzuschalten 
wirde ein Abschwenken von der Hauptrichtung der Untersuchungs- 
bahn bedeuten. 

Diese Versuche lehren also, da sowohl die Hydroxylionen 
(Ausnahme: sek. Kaliumphosphat. Erklirung Abschnitt IV) als 
auch die Wasserstoffionen (Ausnahme: prim. Kaliumphosphat) 
bei deutlicher Reaktion den TyrosinaseprozeB hemmen. Er ver- 
lauft am besten in der Nahe des Neutralpunktes. Die durch die 
Sauren scheinbar hervorgerufene Aktivierung der Fraktion I 
(Tab. III, 5—10) wird durch die entstandenen Salze bewirkt, 
wie weiter unten naher ausgefiihrt werden soll (vgl. auch Tab. VII, 
Nr. 15 und 16). 


II. Versuche zur Darstellung einer inaktiven «-Tyrosinase 
(Fraktion I). 


Es war nun die Aufgabe zu lésen, die Fraktion I vdéllig rein 
darzustellen, um einwandfrei zu beweisen, daB die Aktivierung 
durch Salzzusatz vollstandig gelingt. Das Bechholdfilter 444% 
liefert keine reinen Praparate, auch wenn der Filterriickstand 
mit der 20fachen Menge Wasser nachgewaschen wird. Auch 
andere PorengréBen fihrten nicht zum Ziele. Einen gleichen 
MiBerfolg ergaben die Versuche mit den Membranfiltern der 
Firma de Haén, Hannover. Immer wurden Praparate der 
Fraktion I erhalten, die zwar langere Zeit, 2—4 Stunden, gegen 
Tyrosinlésung unwirksam waren, dann aber trat, jedoch ganz 
allmahlich, eine schwache Rétung ein. Es miissen demnach 
in Fraktion I kleine Mengen von Stoffen zuriickbehalten werden, 
die die «-Tyrosinase ganz schwach aktivieren. 

Da sich mittlerweile herausgestellt hatte, da die Aschensalze 
eine so wichtige Rolle bei der Tyrosinasereaktion spielen, so wurde 
zur Trennung das Dialyseverfahren herangezogen. Sowohl ein 
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mehrtigiges Dialysieren durch Pergamentpapier (zur Verwendung 
kamen die bekannten Dialysierschliuche) als durch eine Kollodium- 
membran gaben auch nicht die erwiinschten Priparate. Sie waren 
immer noch schwach wirksam, wenn auch keine Fraktion II zu- 
gefiigt worden war. 

Als letztes Mittel wurde ein sog. Fischblasenkondom, angeb- 
lich aus Hammelblinddarm priapariert, zur Dialyse herangezogen. 
Diese Membran ist infolge ihrer diinnen Struktur besonders hierzu 
geeignet und man beobachtet sofort bei Beginn der Dialyse ein 
Herabfallen von Salzschlieren aus dem Beutel. Man hangt ihn mit 
20 ccm PrefSsaft gefiillt in ein groBes Becherglas mit viel destilliertem 
Wasser und erneuert dasselbe éfters. Uber Nacht ist der rote Farb- 
stoff des Kartoffelsaftes, das Primelanin, in das Wasser diffundiert. 

Beispiel: Nachdem der PreBsaft der Kartoffel Silesia 
2 Tage autolysiert hatte, wurde er noch 3 Tage dialysiert; 
20 ccm PreBsaft gegen 600 ccm dest. Wasser. Das Volumen des 
PreBsaftes hatte sich durch Wasseraufnahmen verdoppelt. 
Wurden 0,4 ccm des Riickstandes mit 5 ccm Tyrosinlésung ver- 
setzt, so trat nach 144 Stunden eine schwache Rétung ein. Nach 
4 tagiger Dialyse setzt sich ein schwacher Niederschlag ab; 
die dariiber stehende Flissigkeit ist wasserhell. Wird der Nieder- 
schlag aufgeschlemmt und werden 0,4 ccm ohne Zusatz auf Tyrosin 
gepriift, so erhailt man erst nach 4 Stunden eine geringe Rétung. 

Dieser Dialyseriickstand, der also nahezu frei von Fraktion II 
ist, wurde nun auf Aschebestandteile gepriift und es stellte sich 
heraus, da 10 ccm nur 0,0025 g gaben (= 0,025%). Nachgewiesen 
wurden bisher Eisen und Phosphorsiéure. Da die weiter unten 
beschriebenen Versuche die Wirksamkeit ganz geringer Salz- 
dosen — 0,2 cem Dialyseriickstand werden bereits von 0,08 mg 
Calciumchlorid (= 0,04%) aktiviert (Tab. IX, Nr. 17 und 18) — 
erwiesen haben, so haben wir hierin den Grund unserer Miberfolge 
bei der vollstandigen Inaktivierung zu suchen. Der kleine 
zuriickgebliebene Salzbestand von 0,025% geniigt gerade noch 
zur schwachen Aktivierung. Leider ist er auf mechanischem Wege 
nicht zu entfernen; vielleicht handelt es sich um Adsorptionsver- 
bindungen mit Kolloiden. 

Um zu zeigen, daB die Inaktivierung der Tyrosinase mit der 
Entsalzung des PrefSsaftes fortschreitet, kam folgender Versuch 
zur Ausfihrung: 
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Im OriginalpreBsaft, der 2 Tage bei Zimmertemperatur 
autolysiert hatte, wurde die Asche bestimmt; 10 ccm ergaben 
0,1998 g (Tab. V). Die Tyrosinasereaktion, mit 0,4 ccm Fraktion I 
angesetzt, war in 15 Minuten eingetreten. Nach einem Tage 


Tabelle V. 


Die Inaktivierung der Tyrosinase durch Entsalzung mittels 
Dialyse (Fischblasenkondom). 


Material: Saft der Knolle Silesia, die 1'/, Jahr im Keller gelagert hat. 
Sie ist welk und etwas schwarzfleckig. 





Tyrosinreaktion mit 5 cem 
| Tyrosinlisung + 0,4 ccm Saft 
| . . 

tritt ein nach 


Prefsaft Asche 
2 Tage autolysiert ing 


Nummer | 


10 cem ohne Dialyse | 00,1998 | 15 Minuten (hier, weil unver- 
| diinnt, 0,2 ccm Saft) 

10 ccm 1 Tag dialysiert | 0,0102 | 40 : 

10 cem 3 Tage ‘ | 0,0030 | 60 

10cem 4 , je | 0,0016 | 90 

10cem 5 , ‘ | 0,0012 | 100 

10cem 6, ‘ | 0,0010 | 1204) 


10 cem ohne Dialyse | 0,1970 45 Minuten (0,2 cem Saft) 
10 ccm 1 Tag dialysiert | 0,0195 | 135 - 
10cem 2 Tage , | 0.0010 | 180 4 
10cem 4 , . | 0,0004 | 225 . 
10cem 5 , e 0,0003 | 240 a 
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Dialyse enthalten 10 ccm von demselben Saft (auf unverdiinnten 
OriginalpreBsaft berechnet) 0,0102 g Asche. Die Rétung der Ty- 
rosinlésung trat erst nach 40 Minuten ein. Nach 4tagiger Dialyse 
finden wir nur 0,0016 g Asche und eine Wirkungszeit von 90 Minu- 
ten bis zum Eintritt der Tyrosinasereaktion. Ein weiterer Tag 
Dialyse veriindert dieses Resultat wenig. Wir sehen also deutlich, 
wie die Starke des Tyrosinasepraparates vom Salzgehalt abhiangig 
ist und daB eine vollstandige Entsalzung nicht zu erzielen war. 
Ein Parallelversuch auf gleicher Tabelle bestatigt dieses Resultat. 

Es liegt der Gedanke nahe, die Tyrosinase in dieser Hinsicht 
mit der Leberdiastase zu vergleichen, die bekanntlich nach 
Starkenstein*) auch in eine organische Fraktion und einen 


1) Die lange Dialyse schwiicht auch noch aus anderen Griinden. 
2) Das zweite Tyrosinasepraiparat ist schon an sich sehr schwach. 
3) E. Starkenstein, diese Zeitschr. 24, 210, 1910; 47, 300. 1912. 
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Salzaktivator — hier Chlornatrium — zerlegt werden kann. 
Da die Diastase’) zur Aktivierung eine betriichtliche Menge von 
dem Salz benétigt, so war es bei so groBer Dosis keine Schwierig- 
keit, ein vollstandig inaktives Praparat bei der Dialyse zu erhalten. 
Auch hier scheint die Reaktion nicht streng von einem bestimm- 
ten Salze abhingig zu sein, denn die Diastasewirkung lie8 sich 
auch nach Hugh, Neilson und Terry?) durch citronensaures 
Natrium beschleunigen. Starkenstein hebt auch hervor, daB 
bei Pflanzendiastasen eine vollstandige Inaktivierung 
nicht zu erreichen war. Wir hiatten also in der Pflanzen- 
tyrosinase einen ahnlichen Fall vor uns. 

Auch an einen Vergleich mit der P¢ psinase ware zu denken. 
Das Salz wiirde in unserem Falle etwa dieselbe Rolle spielen wie 
die Salzsiure bei der Pepsinase. Der Vergleich geht noch weiter. 
Wie die Wirkung des verdauenden Enzyms nicht nur an eine be- 
stimmte Saure gebunden ist, sondern nur an die Beihilfe der Was- 
serstoffkationen, so kann auch unsere Oxydase durch verschiedene 
Kationen aktiviert werden, wie die nichsten Versuche zeigen. 
Zu beachten ist ferner, daB sich ganz geringe Siuremengen 
bei der Pepsinase schon bemerkbar machen. 

Im AnschluB hieran sei auch darauf hingewiesen, daB das 
Ko-Enzym der Zymase nach C. Neuberg und E. Schwenk‘) 
durch Salze der a-Ketosiuren vertreten werden kann. Nach 
diesen Forschern hat sich das Gemisch der Salze verschiedener 
«-Ketosiuren als befihigt erwiesen, ,,koenzymfreie‘ Hefemace- 
rationssifte sowie ,,koenzymfreie‘‘ Trockenhefe derart zu akti- 
vieren, daB sie Traubenzucker, Fruktose wie Rohrzucker, wenn 
auch bei maBigem Umfange, vergiiren. 

Es ist also ohne Zweifel, daB Salze oder Kationen bei der 
Aktivierung verschiedener Enzyme eine groBe Rolle spielen. 
Auch die Tyrosinase bedarf unbedingt zur Entfaltung 
ihrer Tatigkeit eines Salzes. 


1) Es sei noch erwaihnt, da8 Speichel-Blutserum- und Pankreasdiastase 
auch durch Dialyse inaktiviert und durch Kochsalz reaktiviert werden 
kénnen. Cole, Henri, Preti und Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 16. 
1908. 

2) Hugh, Neilson und Terry, Amer. journ. of physiol. 14, 105. 
Malys Jahresber. d. Tierchemie 35, 528. 

3) C. Neuberg u. E. Schwenk, diese Zeitschr. 71, 135. 1915. 
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lif. Aktivierung der Fraktion I durch verschiedene Salze 
(Wirkung der Kationen). 
Um zu erkunden, welches Kation wohl den unwirksamen 
Dialyseriickstand zur Melaninbildung befaihige, wurden von einer 


groBen Anzahl der bekannten Metalle "/,)-Salzlésungen hergestellt 
und damit die Aktivierung versucht. Es stellte sich dabei die 





Tabelle VI. 
Aktivierung der Fraktion I durch verschiedene Salze. 
PreBsaft der Knolle Silesia, 2 Tage autolysiert, 5 Tage durch Fisch- 


blasenkondom dialysiert. Das Volumen des PreBsaftes hatte sich durch 


die Dialyse verdoppelt. 
Zimmertemperatur 





Beobachtung nach ‘Stunden ; 
oe 


| 0,05 g Tyrosin | 
Nr. || 0,04 g Soda 
|| 100 com Wasser | 


Fraktion I 0,2 ecm 
| + Salze in s 


Mes 2 


5 cem 
5 ecm 
5 cem 
5 eem 
5 ecm 
5 ecm 
5 ecm 
D ecem 


5 eem 
5 ecm 
5 eem 


5 ecm 
» ecm 
5 eem 
5 cem 


5 eem 
5 cem 


5 ecm 
5 ecm 
5 eem 





5 ccm | 


4 Praktion I 
Kontrolle 
{| Fraktion I + 
(| Fraktion II 0,2 ccm 
j| Fraktion I + 
\) CaCl, -6 H,O; 0,0021 
Fraktion I+ 
Sr (NO,),; 0,0021 
{| | Fraktion I+ 
BaCl, - 2 H,O; 0,0024 
Fraktion I+ 
MgSO, - 7 H,O; 0,0024 
{| | Fraktion I+ 
KCl; 0,0028 
{ | Fraktion I+ 
NaCl; 0,0022 
Fraktion I + 
{ Al, (SO,),; 0,0066 
| 16H, O 
{| | Fraktion T + 
CdSO, - H,0; 0,0025 
| Fraktion I + 
| CuSO, - 5 H,O; 0,0025 


{| Fraktion I + 
{ MnSO, -5 H,O; 0,0024 





{| | Fraktion I+ 
ZnSO, - 7 H,O; 0,0057 


} wasserhell 
} rosa 
\ rosa 
\ rosa 
} wasserhell 
j \ wasserhell 


} wasserhell 


wasserhell 





} blaulich 

eigene 

} griinblaue 
Cu-Farb. 

} wasserhell) 


} stark 
blaulich 





J 


} nie 
} rot | 
} violettrot 


| violettrot | 
‘bake | 
} rosa 


} ne 


} wasserhell| 


wasserhell 


blauliche 
Suspens. 

eigene 
grinblaue 
Cu-Farb. 


wasserhell 


bliuliche 
Suspens. 





wasserhell 


rotbraun 


schwarz- 
violett 
schwarz- 
violett 


violettrot 
violettrot 
wasserhell 


Spur rosa 





wasserh. mit 
Al-Flocken- 
niederschlag 
blaue 
Suspens. | 
eigene 
griinblaue, 
Cu-Firb. 


wasserhell| 


r 
} 
} 
| 
} 
| 
) 


blaue 
Suspens. | 


} 


violett 
schwarz- 

violett 
schwarz- 

violett 
violett- 


wie nach 
2 Std. 
wie nach 
2 Std. 


wie nach 
2 Std. 


ty nach 
2 Std. 
i wie nach 

2 Std. 


iiberraschende Tatsache heraus, daB die meisten Metalle wirksam 
waren und daB einige sogar die physiologische Wirkung der 
Fraktion II weit iibertrafen. Das Kation des Calciums ist recht 
aktiv und wenn man sich daran erinnert, daB in der Kartoffel- 
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asche auch Calcium zu finden ist, so méchte man diesem Metall 
bei der Tyrosinasereaktion im Kartoffelsaft eine wichtige Rolle 
zuschreiben. Von anderen Aschensalzen wirkt auch Magne- 
sium ziemlich kraftig, wihrend Kalium und Natrium schwicher 
sind. Eisen und Mangan, die in kleinen Mengen in der Pflanze 
auftreten kénnten, sind in dieser Dosis vollstandig ohne Wirkung. 


Tabelle VII. 
Aktivierung der Fraktion I durch verschiedene Salze. 
PreBsaft der Knolle Silesia, 2 Tage autolysiert, 5 Tage durch Fisch- 


blasenkondom dialysiert. Das Volumen des Prefsaftes hatte sich durch die 


Dialyse verdoppelt. 
Zimmertemperatur 








- [0066 Tyrosia| Fraktion I Beobachtung nach Stunden 
. oda } , —a " ae 
P “10 cem 1,0 | 0,4 ecm + Salze in g 1 2 ' 
I : ccm \Fraktion L le \wasnerhell _ wasserhell be }ehwach 
3 { 5 ecm Fraktion I +- stark 
4) 5 cem CaCl, - 6 H,O; 0,0021 } rosa }rotviolett |} otviolett 
5 5 ecm Fraktion T “+ stark blau- 
6} 5 ccm } CaSO, - $ 1,0; 0,0076 }blau }blauviolett } lett 
7h Seas |i Pebties F+ rosafarb. —) viol.-farb. |) viol.-farb. 
8 | pps y AgNO, ; 0.0017 Nieder- Nieder- Nieder- 
H | 3% : schlag schlag schlag 
) t 5 ecm ' Fraktion I - milchiger schwach | 
10 | 5ccm (f Pb(NO,),; 10,0033 ar aa blauviolett, blauviolett 
11| 5ee Fraktion I - 
2) 5 poe \ HgCl, : . 0 0027 \ wasserhell } wasserhell \w rasserhell 
6 ae Fraktion [+ hellgriine |) hellgriine 
14 | 5 poors U pe H,02). - 2 H,O Eigen- Eigen- }eraugrin 
j 0,00 firbung firbung 
15} 5 ccm ) Fraktion rt schwach | 
16 es CH, - COONa + 3 H,O} > wasserhell rosa 
} Seem |f 0.0013 if rosa 


Auf Tab. VI und VII finden wir eine Zusammenstellung der Ver- 
suche. Der PreBsaft der Knolle Silesia hatte erst 2 Tage lang 
bei Zimmertemperatur autolysiert und dialysierte dann 5 Tage 
lang im Fischblasenkondom. 0,2 ccm des Dialyseriickstandes 
blieben, mit 5 ccm Tyrosinlésung versetzt, nahezu 244 Stunden 
wasserhell, dann erst trat eine geringe Rétung ein (Tab. VI, 
Nr. 1 und 2). Ein gleicher Versuch mit Fraktion II versetzt, 
gab bereits nach 1% Stunde die Tyrosinasereaktion. Mithin war 
auch hier durch die Dialyse der PreBsaft in die nahezu unwirk- 
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same Fraktion I und Fraktion II zerlegt worden. Bei Versuchen 
Nr. 5 und 6 geschah die Aktivierung durch 0,0021 g Calcium- 
chlorid, wodurch eine lebhafte Reaktion ausgelést wurde. Die 
R6étung trat sehr bald ein und wihrend der Kontrollversuch nach 
2 Stunden noch wasserhell, der Aktivierungsversuch mit Fraktion 
II in dieser Zeit noch rotbraune Farbe zeigte, hatte der Chlor- 
calciumversuch bereits schwarzviolettes Melanin. Wir sehen hier 
die auBerordentlich giinstige Wirkung dieses Erdalkalimetalles. 
Strontiumnitrat und Bariumchlorid geben dasselbe Reaktions- 
bild und beweisen gleichzeitig, daB es sich hierbei weder um den 
EinfluB des Salpetersiure- noch des Chloranions, sondern um 
Kationenwirkung handelt. Aus der langen Reihe der Metalle treten 
Cadmium und Zink ganz besonders durch die Intensitat ihrer 
Wirkung hervor. Beide geben bereits nach 14 Stunde ein ,,bla ues‘ 
Melanin, eine ganz feine Suspension, die nach einiger Zeit in 
schwarze Flocken iibergeht. Hier wird die rote Stufe der Tyro- 
sinosereaktion durch die groBe Reaktionsgeschwindigkeit iiber- 
sprungen, doch kann man mit Cadmiumsalzen bei vorsichtigem 
Experimentieren in kleinen Dosen auch voriibergehend das rote 
Primelanin erhalten. Zink, in kleinster Menge angewendet, laBt 
immer nur den blauen Stoff auftreten. Hiernach ist von beiden 
Metallen das Zink das kriftigere. Es sei an dieser Stelle nochmals 
darauf hingewiesen, daB die Melaninbildung eine Farbenstufen- 
reaktion ist, bei der die Farben Rosa, Rot, Rotbraun, Violettrot, 
Dunkelblau, Schwarz immer in derselben Reihenfolge bei nicht 
seltenem Uberspringen von einigen Stufen durchlaufen werden. 
Naheres tiber den Reaktionsmechanismus erfolgt weiter unten. 


Tabelle VIII. 


schwars \- 


blau 





violet 
rotbraun 
ror 











i i t 
passerel Y2 7 7 2 Stunden 
Aktivierung der a-Tyrosinase (Fraktion I) durch verschiedene Metalle. 
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Tab. VIII illustriert graphisch die Wirksamkeit der verschiedenen 
Metalle. Die Linie des Kontrollversuchs (Tab. VI, 1 und 2), der 
zwei Stunden wasserhell bleibt, wiirde mit der Abscisse zusammen- 
fallen. Die Fraktion II aktiviert so stark, daB in 4% Stunde 
Rosafirbung, in einer Stunde Roétung eintritt. Dann erhalt man 
allmahlich einen rotbraunen Ton. Wird Fraktion I durch Cal- 
ciumchlorid zur Reaktion angeregt, so ist nach einer Stunde 
schon Violettfirbung da. Wir sehen deutlich, wie der natiirliche 
TyrosinaseprozeB durch den Ersatz der Fraktion II durch Calcium- 
chlorid iibertroffen wird. In noch stirkerem MaBe beobachten 
wir diese Erscheinung beim Cadmium und Zink. Von den tibrigen 
Metallen zeichnen sich nur Silber und Blei in dieser Konzentration 
durch geringes Aktivierungsvermégen aus (Tab. VII). 


Tabelle IX. 
Aktivierung der Fraktion I durch Calciumchlorid. 


PreBsaft Silesia, 2 Tage autolysiert, 2 Tage durch Fischblasenkondom 
dialysiert. Hatte sich auf das doppelte Volumen vergréBert. Versuche mit 
0,2 ccm angesetzt, also 0,1 ccm des Originalsaftes. 








—— = —— 
0,06 g Tyrosin Zusitze von 
004g Soda | 


100 ccm H,0 | | Fraktion I 0,2cem u. Salzen 


Beobachtung nach Stunden 


i 4 a 20 





11/, 
Fraktion I 
Kontrolle 
Fraktion I + 
Fraktion [1 


| 5 cem 
5 cem 
5 ccm 
5 ecm 


\ wasser- 


J hell 


} rosa 


fasser- 


hell 


\ schwach | 


ae violett 
rosa 


rosa lich rot 





5 ecm 
5 ccm 
5 ccm 
5 ccm 
5 ecm 
5 ecm 
5 ecm 
5 ecm 
5 ecm 
5 cem 
5 ecm 
5 cem 


5 ecm 
5 ecm 


5 ecm 
5 cem 
5 ecm 
5 ecm 





0,0057 g ZnSO, 
Fraktion I+ 
0,0007 g ZnSO, 
Fraktion I + 
0,0057 g CaCl, - 6 H,O 
) Fraktion I+ 
J 0,0014g CaCl, 
eons I+ 
09007 g CaCl, 
bby ane I+ 
0,00035 g CaCl, 
ooo I+ 


-7H,0 


iPr 
yey I+ 
-7H,0 


-6H,0 
-6H,O 
-6H,0 


0,00017 g CaCl, - 6 H,O oder 

0,00008 g CaCl, wasserfrei 
—— I+ 

0,00'108 g CaCl, - 6 H,O 
— I+ 


0,00004 g CaCl, - 6 H,O 





} bliulich | blau 
| blaulich |) blau 
|} violett 


| 

i} 

schwach | 
rosa 


schwach ) 
| 
I 


} rosa 


violett- 
rot 

violett- 
rot 


rosa 


rosa 
rosa 
schwach 


rosa 
rosa 


yasser- 
hell 
wasser- 


hell 


) 
! 
} 
" 
| 


| 
roa} 
) 


wasser- | 
hell 
wasser- 


hell 


| 
! 
| 
| 
| 


schwarz. 
Sediment 


stark sch arz- 
} 
dunkel- i\ tiefblaue 
\ 

j 


\ blau 


blau J Farbung 
se hwarz-| \ schwarz. 
violett |) Sediment 
schwarz-|) schwarz. 
violett |/Sediment 
schwarz-|) schwarz. 
violett |! Sediment 
violett- | || schwarz- 
rot J violett 


pane 


violett 


violett- 
rot 


schw ach | 
rosa 

schwach | 
rosa 


ly iolett 


}viole att 
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Zu den Metallen, die sich unter den gegebenen Bedin- 
g ungen passiv verhalten, gehéren Kalium, Natrium (wirkt auBerst 
gering), Aluminium, Kupfer, Mangan, Eisen, Quecksilber, Uran 
(Tab. VI und VII). Es gelingt jedoch, alle Metalle zu schwacher 
Reaktion zu bringen, wenn man geeignete Konzentrationen aus- 
sucht. Bei unseren Experimenten versagte bisher nur Quecksilber. 
Auch war Eisen sehr ungeeignet. 

Vom agrikulturchemischen Standpunkte aus haben Mag- 
nesium und Calcium, Kalium und Natrium Interesse, da sie von 
der Kartoffelpflanze aufgenommen werden. Es. ist somit auBer 
Zweifel, daB die Tyrosinase des urspriinglichen Kartoffelsaftes 
vorzugsweise durch Magnesium- und Calciumsalze aktiviert wird. 

Um nun die Feinheit der Reaktion zu studieren, sollte die 
Fraktion I durch geringe Dosen von Calciumchlorid in Tatigkeit 
versetzt werden. Nachdem wir uns von der guten Qualitat 
unseres Enzympriparates durch die Kontrollversuche Nr. 1—8 
auf Tab. [IX tiberzeugt hatten, beobachten wir, daB das Chlor- 
calcium in den verschiedensten Konzentrationen lebhaft wirkt. 
Sogar die kleine Menge von 0,08 mg vermag sich schon in 5 ccm 
Tyrosinlésung bei Zusatz von 0,2 ccm Fraktion I (also 0,04% 
auf Fraktion I ber.) nach ¥% Stunde bemerkbar zu machen und 
man erkennt hieraus wieder die groBe Wichtigkeit geringer 
Salzmengen fiir biochemische Reaktionen. So wird sich 
auch allmahlich das verschleierte Bild von den _ ,,Nahrsalzen‘ 
der Organismen immer mehr enthiillen. 

Von den groBen Chlorcalciumdosen (Tab. X) aktivierten 
0,06 g noch ganz stark. Wird ein Gewicht von 0,16 g erreicht, 
so machen sich bereits Hemmungen bemerkbar. Man sieht also, 
daB das Chlorcalcium in groBen Intervallen der Konzentration 
wirksam sein kann, was gleichzeitig fiir eine groBe Toleranz gegen 
dieses physiologisch wichtige Metall spricht. 

Auf Tab. XI haben wir in ahnlicher Versuchsanstellung wie 
mit dem Calciumchlorid die Resultate mit dem Zinkion. Wir 
beobachten bei allen Versuchen den Eintritt der Reaktion 
durch die Blauung der Tyrosinlésung. Auch hier sind noch 
die Substanzmengen in derselben GréBenordnung tatig wie 
bei dem Chlorcalcium. Von beiden Metallen aber zeichnet sich 
das Zink, wie bereits dargetan wurde, durch die gréBere Beschleu- 
nigung der Tyrosinasereaktion aus. 
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Tabelle X. 


Aktivierung der Fraktion I durch Calciumchlorid. 


PreBsaft der Knolle Silesia, 2 Tage autolysiert, 4 Tage durch Fisch- 
blasenkondom dialysiert. Volumen hatte sich verdoppelt. 





| | Tyrosin- | “entiee: 

é | | Pieuner I) Fraktion I +- § 
Z| s | CaCl, - 6 H,O in g 
1] 5 ccm "jy Faktion I 

2) 5 com Kontrolle 

4 ie pe |} Fraktion I + 0,01 
| ; an |} Fraktion I + 0,02 

Fe Rent 

iT : pit |} Fraktion I + 0,06 
o | : vid |} Fraktion I + 0,16 
a 5 ccm | Praktion I + 0,2 


Tabelle XI. 


Beobachtung nach Stunden 


"sy Gi at 2 3 
e ° | i - 
wasserhell wasserhell |schwach rosa 
schwach — rot Notas violett 
| 
| 
schwach rosa | rot | stark violett 
schwach rom rot ‘ease violett 


wasserhell | schwach rosa | rot 





| 
wasserhell |schwach rosa rot 


Aktivierung der Fraktion I durch Zinksulfat. 


PreBsaft der Kartoffel Silesia 5 Tage lang autolysiert, 3 Tage durch 
eine Collodiummembran dialysiert. 

















© lr Zusiitze von 
= \ cori Fraktion I 0,2 cem u. 
epee | ZnSO, - 7 H,0 in 8 
1 | 5 ecm | Frain I 

2) 5cem |S Kontrolle 
3} 5 cem Jigvwcens I+ 
4! 5 ccm |J Fraktion I 
5! 5 cem |) Fraktion I + 
6) 5 cem } 0,0057 

71 5 cem “ween I+ 
8} 5 ecem |J 0,0014 

9) 5 ccm |) Fraktion I + 
10|| 5 ecem } 0,0007 

11! 5 cem 1 aon I+ 
12) 5 ccm {J 0,00035 

13; 5 cem a I+ 
14) 5 ccm |J 0,00017 

15|| 5 cem tye I+ 
16) 5 cem |5 0,00008 

17|; 5 cem lighrens I+ 
18, 5 ecm 0,00004 








Beobachtung nach Stunden 





. aes tee ee 8 20 
pron [pron teint 
} rosa | } rosa '} rosa } yr ol 
\ blau | \ blau | \ blau el 
\ blau ) blau yo lau \ violett 
a \ blau jo lau \ violett 
\hell —_| }violett i} blau _—} violett 
Yao |jsthwach|sehwac  ott 
Yao |) SPE |) |} itt 
Ss | sa- 
} hell } hell I} violett | } pe iolett 
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IV. Aktivierung der Fraktion I durch das Phosphatanion. 


Interessant ist, wie eine Reihe von Versuchen ergeben haben, 
daB nicht nur Kationen, sondern auch das Phosphatanion 
die Aktivierung hervorruft. Tab. XII zeigt die Wirksamkeit 
schon ganz geringer Mengen von prim. Kaliumphosphat. Da das 
Kaliumion nur in stairkerer Konzentration wirkt, so muB hier das 


Tabelle XII. 
Aktivierung der Fraktion I durch primares Kaliumphosphat. 


PreSsaft Silesia 3 Tage autolysiert, dann 2 Tage durch Pergament- 
papier dialysiert. Der Dialyseriickstand hat sich von 20 ccm von selbst 
auf 25 ccm verdiinnt. (= Fraktion I.) 





er Zusatz von Beobachtung. nach ‘Stunden 
Nr.| 0,04 g Soda eee 
|| 100 ecm 10 | Fraktion I 0,2 cem Nh 


F raktion I aie 
Kontrolle 
Fraktion I 4 e ) 
Fraktion IT 
Fraktion I +4 \ 
J 


5 cem 
5 ecem 
5 ecm 
5 ecm 
5 ecm 
5 eem 
5 ccm 
5 ecm 
5 ecm Fraktion I + mit 
5 ecm 0,001 g KH,PO, 


ie 
} 

5 cem s ‘raktion I + geringer | 
Ve 


ganz schw. 


wasserhell } wasserhell a 
rosa 


stark rosa | rotbraun 


0,005 g KH,PO, rosa 
Fraktion I +}. 
0,002 g KH,PO, wasserhell| § T°S4 stark rot 
|) ganzschw.. 
rosa 


1 7 
2 | 
3 || 
4 | 
5 | 
6 | 
7 | 
8 | 
9 | 


5 eem 0,0005 g KH,PO, }{ grauer | |} rosa 
5 eem Fraktion 1+ Rigen- | 
0.00025  KHaPO«|| teubung | wassorhll 
0,0001 g KH,PO, | | ¢schwach 
Fraktion I + }}  S0ee 
0,00006 g KIT,PO, 
0, 2ecem Originalpres- | a 

saft; 5Tg.autolysiert re 


5 ecm 
5 eem 
5 cem 
5 eem 
5 eem 
5 ccm 
5 cem 


ganz 




















} rotbraun 


Anion die Aktivierung veranlassen. Um den EinfluB des Re- 
aktionsmilieu auszuschalten, wurden Versuche mit saurem und 
alkalisch reagierenden Phosphaten angesetzt. Ein Zusatz von 
0,005 g KH,PO, aktivierte die Fraktion I fast ebenso schnell 
wie 0,005 g K,HPO,, obgleich die Alkalitaét der Tyrosinlésung 
zugenommen hatte. Selbst wenn eine weitere Steigerung der 
Hydroxylionenkonzentration durch Zusatz von 0,0070 g K,HPO, 
erfolgte, so blieb das Resultat dasselbe (Tab. II, Nr. 7—12). 
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Diesen interessanten Befund kontrollierte eine Versuchsreihe 
mit ganz geringen Dosen von sekundirem Kaliumphosphat 
(Tab. XIII). Als Fraktion I diente hierzu der Riickstand einer 


Tabelle XIII. 

Wirkt die PreBsaftasche auf Fraktion I aktivierend ? 
Wirkt sekundiares Kaliumphosphat aktivierend auf Fraktion I, 
hergestellt durch Dialyse ? 

Fraktion I: Dialyseriickstand einer 5tigigen Dialyse. — Die Asche- 
lésung wurde deutlich alkalisch gemacht +). 
Zimmertemperatur 





5 || i | Tyrosinlésung | 
|10, 05 g Tyrosin 
E |/0,04¢ Soda 
{100 com Wasser, io 


Zusiitze der Beobachtung nach Stunden 


Fraktion I 0,2 ceom }-————_—_—_—_—_ 
"h L baad 


7 ~ 20 


a8 


5 ccm F raktion “ wasser- sc biti 


5 ccm 
5 ccm 
5 ecm 
5 ccm 


5 ccm 


5 ccm 
5 ccm 


Kontrolle 
Fraktion I + 
0,6 cem Asche- 
lésung 


Fraktion I + 
0,0050 g K,HPO, 


~~ 
} 
| 


Fraktion I + 
0,0020 g K,HPO, 


hell 


Rétung | 


schwach | 
rosa 


\ wasserhell 


violett mit! 
Stich ins 
Schwarze, 
hellbr. mit | 
Stich ins! 
Schwarz ‘| 
) etwas 
| schwicher 
wie 5 u. 6| 


} 
j 
i" 


braun 
sehr stark 

schwarz- 

violett 


hwarz- 
violett 


etwas 
schwicher 
wie 5u.6 | 





Fraktion I + 
0,0010 g K,HPO, 
Fraktion I + 
0,0005g K,HPO,?) 


5 ccm 


5 ccm 


geringe 
Schwarz- 
violett- 
firbung | 


was Melaninbildung 


\| Spur 


wasser- | 
braun 


| 
hell | 


5 cem 
5 ecm 








te 
ra 





5tagigen PreBsaftdialyse. Die Kontrollversuche Nr.1 und 2 
blieben 1 Stunde lang wasserhell, wahrend in dieser Zeit die Ver- 
suche mit dem alkalischen Phosphat schon Farbungen zeigten. 
0,005 g K,HPO, wirkten natiirlich am stirksten, aber auch 
0,002 g waren in dieser Stunde sehr tafig. Einen deutlichen, wenn 
auch schwachen Effekt gab die geringe Dosis von 0,0005 g. Das ist 
jedenfalls ein deutliches Zeichen, daB das Phos phorsaureanion 
bei der Tyrosinasereaktion aktiv beteiligt ist. Die giinstige Wir- 
kung des Anions ist mithin staérker als der hemmende Einflu8 
des Hydroxyls des sekundiaren Phosphates. 

1) Hergestellt wie im Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 52, 2037. (1919.) 


2) Die Fraktion I bedarf also zur Aktivierung eines Zusatzes von 
0,25% K,HPO,. 
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In der Literatur findet man meines Wissens nach keine Notiz 
iiber die Beziehungen der Tyrosinase zur Phosphorsiure. O ppen- 
heimer schreibt in seinem bekannten Werke ,,Die Fermente‘ 
iiber die Tyrosinase, daB fiir sie noch kein Aktivator gefunden sei. 
Jedoch soll der neutrale Glycerinauszug aus Champignons bei 
Gegenwart von zweibasischem Phosphat oder dreibasischem 
Citrat Orcin, Cochenille und Alizarin oxydieren. Oppen- 
he mer bemerkt hierzu, ob es sich hier um eine Ko-Enzym- 
wirkung oder um eine Wasserstoffionenregulierung handelt, muB 
noch festgestellt werden!). 

Bei anorganischen Oxydasen spielen nach Wolff?) und 
de Stoecklin die Phosphate die Rolle von Ko-Enzymen. Eisen 
und zweibasisches Phosphat oxydieren z. B. Hydrochinon. 

Diese Literaturstellen deuten auf eine gewisse Wichtigkeit 
der Phosphorsiure fiir die Oxydationsenzyme hin. Da jedenfalls 
in der Tyrosinase eine besondere Art von Oxydase vorliegt, so 
ist uns hier die Funktion dieser Séure keineswegs klar. Erinnert 
man sich an die Rolle der Phosphorsiure bei der Vergiirung des 
Zuckers (Harden und Young), so kénnte man auch hier die 
Méglichkeit einer Doppelverbindung von Phosphaten mit dem 
Tyrosin als Zwischenprodukt ins Auge fassen. DaB es sich hier 
nicht um die Wirkung einer Verinderung des Reaktionsmilieus 
handelt, zeigen die Versuche im sauren wie im alkalischen Medium. 
Selbst die alkalisch gemachte Asche des PreBsaftes konnte 
Aktivierung hervorrufen, was auch fiir das Phosphorsdureanion 
spricht. (Tab. XIII, Nr. 3 und 4) Weitere Arbeiten miissen sich 
mit der Klarung dieser Frage befassen. Der schwach saure 
Kartoffelsaft enthalt wahrscheinlich primiires Kaliumphosphat, 
das ebenfalls Anteil an der natiirlichen Melaninbildung im 
Kartoffelsaft haben wird. 


* 
Vy. Natur der «-Tyrosinase. 


Uber die andere Komponente der Tyrosinase, der 
a«-Tyrosinase mu8 gesagt werden, daB sie organischer Natur 
sein mu, da eine Erhitzung die Wirkung aufhebt. Auch die 
Asche der Fraktion I kann durch die Fraktion II nicht aktiviert 
werden. Der Ausfall dieses Versuches ist keineswegs so selbst- 


1) Oppenheimer, Die Fermente II, 764, IV. Auflage. 
2) Wolff u. de Stoecklin, Compt. rend, 153, 139. 1911. 
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verstindlich, denn es wiire méglich, daB beim Aufkochen der 
Fraktion I die etwaigen wirksamen anorganischen Salze 
von dem EiweiSgerinnsel eingeschlossen werden kénnten, wo- 
durch deren Tatigkeit verhindert wiirde. Genauere Prifungen 
ergaben, daB ein Erhitzen iiber 70° die Zerstérung der «-Tyro- 
sinase bewirkt. Auf Tab. XIV sehen wir zunichst, daB frischer 
PreBsaft durch 15 Minuten langes Erwarmen auf 60° nicht unwirk- 
sam gemacht werden kann. Wahlt man eine um 10° héher liegende 


Tabelle XIV. 
Zerstérung der Tyrosinase durch Warme. 


Frischer PreBsaft v. Silesia, 15 Minuten lang erhitzt auf 60, 70, 80 
und 95°. 
a) PreBsaft nach dem Erwiarmen nicht filtriert. 
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b) PreBsaft nach dem Erwirmen filtriert. 
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Temperatur, so beobachtet man zwar eine Schwiichung, aber 

keine vollstaindige Inaktivierung des Enzyms, die dann erst bei 

80° eintritt. Aus diesen Versuchen kénnte man schlieBen, daB 

es sich hier nicht um eine gewéhnliche, gerinnbare EiweiB- 

verbindung handeln kann. Diese Ansicht wird noch dadurch ge- 
13* 
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stiitzt, daB man den PreBsaft ohne besondere Nachteile laingere 
Zeit, 5—10 Tage, bei Zimmertemperatur lagern lassen kann. 
Da durch andere Versuche bewiesen ist, daB hierbei eine starke 
Proteolyse eintritt, so miiBte die «-Tyrosinase als echte EiweiB- 
verbindung abgebaut werden, wie das z. B. bei der Hefezymase 
der Fall ist. Wahrscheinlich ist das Enzym kein Protoid im ge- 
woéhnlichen Sinne, sondern ein organischer Stoff, der durch langeres 
Kochen zerstért wird. Dabei ist es nun bei der Versuchsanstellung 
gleichgiiltig, ob der erwirmte PreBsaft vor der Priifung mit 
Tyrosinlésung filtriert wird oder nicht. Bleiben diese erwirmten 
Safte 5 Tage unter Thymol bei Zimmertemperatur stehen, so 
erhalt man bei der Untersuchung mit Tyrosinlésung wieder 
dasselbe Resultat: der bis 70° erhitzte Saft ist noch wirksam, 
der bis 80° gehaltene unwirksam. Der Zweck des Versuches 
war jedoch der, zu erfahren, ob die inaktiven Proben durch 
Lagern wieder wirksam geworden sind, wie man das bei manchen 
Enzymen gelegentlich beobachtet hat. 


VI. Theorie der Tyrosinasewirkung. 


Wie geht nun die Aktivierung der «-Tyrosinase durch Metall- 
salze vor sich? C.Gessard') behauptet, daB das rote Produkt 
bei der Tyrosinasereaktion durch Metallsalze (Erdalkalien) schnell 
in schwarzes Melanin iibergefiihrt wird. Bach?) betont auch, 
daB die Metallsalze lediglich die weitere Umwandlung 
der bereits entstandenen roten Cxydationsprodukte bewirken, 
ohne sich an dem primiren OxydationsprozeB, d. i. an der Sauer- 
stoffaufnahme und Sauerstoffaktivierung zu beteiligen. Wir 
haben nun gesehen, daB Metallsalze, z. B. das Calciumchlorid 
und Magnesiumsulfat, sehr bald in der inaktiven Enzym- 
lésung das Praimelanin bilden. Mithin wirken sie schon 
mit, entgegen der Bachschen Ansicht, bei der Bildung 
des ersten Farbstoffes. Da die meisten Metalle, bei geeigneter 
Konzentration, die Rolle des Aktivators spielen, so mu8 man wohl 
annehmen, daB es sich nicht um eine chemische Abstimmung 
zwischen Enzym und Ko-Enzym handelt, sondern wahrscheinlich 
um einen physikalischen Vorgang, vielleicht um eine VergréBerung 
der Oberfliche des Enzyms durch die Salze, wodurch erst das 


1) C. Gessard, Sur la tyrosinase. Compt. rend. 130, 1327. (1900.) 
2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 43, 366. (1910.) 
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Enzym zur Entfaltung kommen kann. Jedenfalls ist er- 
wiesen, daB die Salze zum Gelingen der Tyrosinasereaktion not- 
wendig sind. 

Aber noch eine zweite Aufgabe haben hierbei die Metall- 
salze. Sie aktivieren nicht nur die «-Tyrosinase, sondern sie be- 
wirken auch, da das Melanin ,,sichtbar“‘ wird. Es ist anzuneh- 
men, da das Melaninmolekiil zunichst in molekular disperser 
Verteilung im Reaktionsgemisch gelést ist und deshalb farblos 
erscheint. Sind saure Phosphate zugegen, so bewirken sie eine 
physikalische Kondensation der Molekiile und es entsteht ein 
kolloidaler Zustand, der die rote Farbe des Primelanins be- 
stimmt. Chlorcalcium, Chlorbarium, Strontiumnitrat und Mag- 
nesiumsulfat wirken ahnlich, jedoch verursachen sie eine noch 
starkere Kondensation, wodurch allmahlich eine schwarzviolette 
Farbung auftritt. Cadmiumsulfat in schwacher Verdiinnung 
erzeugt dieselben Phasen und liefert langsam gréber disperses 
blaues Melanin, das endlich als grobdisperses schwarzes Me- 
lanin in Flocken ausfallt. Zinksulfat gibt sofort das blaue Melanin. 
Die Farbe des Melanins ist also nur von dem jeweiligen Dispersi- 
tiitsgrade, bedingt durch die Verschiedenartigkeit der Metalle, 
abhingig. In sauren Medien (z. B. bei Zusatz von primarem 
Kaliumsulfat) bleibt die rote Phase sehr lange bestehen, wahrend 
alkalische Medien (Dikaliumphosphat) sehr schnell die schwarz- 
violette bis schwarze Stufe geben. 

DaB es sich bei diesem Farbenspiel héchstwahrscheinlich 
um einen physikalischen Vorgang handelt, beweist noch folgendes 
Experiment. Hat man sich aus normalem PreBSsaft mit Tyrosin- 
lésung das rote Melanin dargestellt und kocht alsdann das Re- 
aktionsgemisch auf, so schlagt die rote Farbe in Griinschwarz um. 
Offenbar hat hier eine physikalische Kondensation 
der Molekile stattgefunden, denn eine Enzymreaktion 
ist dabei ausgeschlossen. Dieser Versuch steht in gewissem 
Widerspruch mit den Arbeiten Bachs'), der durch Aufkochen 
eine Entfirbung der Flissigkeit beobachtete. Um Melanin zu 
bekommen, mute er dann noch Peroxydase +- Hydroperoxyd 
zusetzen. La®t er jedoch die farblose Lésung ohne Zusatz lingere 
Zeit stehen, so bildet sich auch Melanin, aber nur spirlich. Dieses 


1) Diese Zeitschr. 60, 226. 
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Ergebnis wiirde schon meinen Befunden und der Erklérung durch 
eine kolloidchemische Reaktion naher kommen. 

Die Farbenerscheinung hat eine Parallele bei dem kolloidalen 
Gold der Glasfliisse, das bekanntlich je nach der Starke der Dis- 
pers:on rot oder blau fairbt (Szigmondy). 

Wie bereits bekannt ist, nimmt Bach!) in der Tyrosinase 
ein Gemenge von zwei Enzymen an, eine Aminoacidase und 
eine Phenolase. Das erstere baut die Seitenkette des Tyrosins 
nach der Streckerschen Gleichung ab, 

OH OH 
CoH | + H,O = CH + NH, 
‘CH, - CH - NH, - COOH CH, - CHO 


+ CO, + H,, 
wobei der Wasserstoff durch einen Akzeptor gebunden wird. 
Dieser ist nach Bach nicht in der fertigen Tyrosinase vorhanden, 
sondern entsteht aus dem Enzym unter dem EinfluB des Sauer- 
stoffs. Er wird abwechselnd durch den Wasserstoff des Wassers 
reduziert und durch den freien Sauerstoff wieder oxydiert, wahr- 
scheinlich durch Vermittlung der Phenolase. Durch diese 
hydroklastische Ox ydation ist das Tyrosin fir die wei- 
tere Oxydation durch die Phenolase vorbereitet. Folp- 
mers*) bestatigt Bachs Resultat mit einer anderen Tyrosinase, 
mit der aus dem Milchsafte von Euphorbia lathyris und findet, 
daB bei der zweiten Phase der Reaktion Sauerstoff in den Benzol- 
kern eingefiihrt wird, worauf das abgespaltene Ammoniak wieder 
gebunden wird. Chodat und Schweizer bestreiten allerdings 
die Bachsche Ansicht tiber die Zerlegung der Tyrosinase in zwei 
Enzyme, beweisen aber einwandfrei den Abbau der Aminosaure 
in Aldehyd, Kohlensiure und Ammoniak. Schweizer) betrach- 
tet die Desaminierung als Oxydationswirkung. Jedenfalls steht 
fest, daB ein Enzym-, — Bach nennt es Aminoacidase — die 
Seitenkette des Tyrosins im Sinne der Streckerschen Gleichung 
abbaut. Ein zweites Enzym — die Phenolase — vermag Sauer- 
stoff in den Benzolkern einzufiihren. Nach unseren jetzigen 
Kenntnissen wire die Tyrosinase nach folgendem Schema zu zer- 
legen: 


1) loc. 0. 
2) Diese Zeitschr. 38, 180. 1917. 
3) Diese Zeitschr. 378, 37. 1917. 
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Tyrosinase 


a«-Tyrosinase Metallsalze 








Aminoacidase Phenolase X (kondensierende Enzyme) 


Den Reaktionsmechanismus miiBte man sich demnach 
folgendermaBen vorstellen: Zuerst wirkt die Aminoacidase unter 
Aldehydbildung, dann oxydiert die Phenolase und fihrt eine 
Hydroxylgruppe (oder mehrere) in den Benzolkern ein. Ob hierbei 
die Metallsalze die beiden Enzyme aktivieren, mu8 erst noch 
erwiesen werden. Die darauffolgende Kondensation zum Melanin 
durch andere Enzyme der «-Tyrosinase — vielleicht spielt auch 
der von Bach mit seinen Tyrosinasepriparaten beobachtete in- 
teressante ReduktionsprozeB hierbei eine wichtige Rolle — ge- 
schieht jedenfalls unter Beihilfe der Metallsalze. Diese bewirken 
zum Schlusse auch die Sichtbarmachung des Melanins, indem sie 
den molekular-dispersen Stoff in Grade geringerer Dispersion 
itiberfiihren und dadurch das Farbenspiel hervorrtfen. 

Es sei mir auch an dieser Stelle gestattet, Herrn Willy 
Clau8 fir seine treue Beihilfe bestens zu danken. 






Zusammenfassung. 


1. Die Tyrosinasereaktion verliuft am besten in der‘ Nahe 
des Neutralpunktes der Reaktionslésung, was auch schon Chodat 
und Zahorski gefunden haben. 

2. Die Hydroxylionen und die Wasserstoffionen der Essig, 
Milch- und Salzsiiure hemmen die Tyrosinasereaktion. 

3. Die Tyrosinase kann durch Dialyse in die inaktive «-Tyro- 
sinase und Metallsalze zerlegt werden. Die «-Tyrosinase bedarf 
zur Entfaltung ihrer Tatigkeit eines Salzes. 

4. Das Zink-, Cadmium- und Calciumion aktivierten von allen 
ausprobierten Metallen die «-Tyrosinase, die Fraktion I, am 
schnellsten. Sie iibertrafen in ihrer Wirkung die Fraktion II und 
vergréBerten dadurch den natiirlichen physiologischen Effekt. 

5. Auch das Phosphorsiiureanion ist ein starker Aktivator 
fiir die «-Tyrosinase. 
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6. Diese ist ein organischer Stoff, der erst bei 80° zerstért 
wird. Proteolytische Enzyme kénnen ihn nicht zerlegen. 

7. Die Tyrosinase ist nach dem jetzigen Standpunkte der 
Forschung ein Gemenge von Enzymen. Nach Bach, Chodat, 
Schweizer und Folpmers zerlegt zunichst die Aminoacidase 
das Tyrosin im Sinne der Streckerschen Gleichung, worauf 
die Phenolase ein Hydroxyl in den Benzolkern einfihrt. Hierauf 
miissen kondensierende Enzyme das Melaninmolekiil aufbauen, 
wobei Metallsalze die Enzyme aktivieren. 

8. Das Melanin verdankt den Metallsalzen sein charakte- 


ristisches Farbenspiel. 











Uber die Abhingigkeit von Hefewachstum und Hefen- 
girung von physikalisch-chemischen Erscheinungen. 
Von 
Friedrich Boas. 
(Aus dem botanischen Laboratorium der landwirtschaftlichen Hochschule 
Weihenstephan. ) 

( Hingegangen am 2. Marz 1920.) 

Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Tatsache, daB Mikroorganismen bei einer ganz bestimmten 
Konzentration der Stickstoffquelle ein sogenanntes ,,Optimum“ 
des Wachstums oder der Garung haben, ist eine sehr allgemein 
bekannte Erscheinung. Eine Erklarung oder der Versuch zu 
einer Deutung ist jedenfalls schwierig und bis jetzt in Hinsicht 
auf physikalisch-chemische Vorginge kaum unternommen worden. 
Am besten sind die angedeuteten Verhiltnisse bei wachsender 
und girender Hefe zu beobachten. Es sei zur Erlauterung daher 
kurz folgender Versuch beschrieben: 

50 ccm einer Dextroselésung (destill. Wasser 1000 ccm, 
Dextrose 150g, ohne Niahrsalze) wurde mit Ammonsulfat ver- 
setzt, so da folgende Konzentrationen an Ammonsulfat vor- 
handen waren: 1,5, 1, 4%, %, 1/s, "10: 1/202 4/40» 2/e0> ?/g9 DOrmal 
Diese Dextrose-Ammonsulfatlésung wurde mit 5 ccm dickbreiiger, 
6 Tage alter, gewaschener Brauereiunterhefe versetzt und die 
entwichene Kohlensiure zu bestimmten Zeitpunkten durch 
Wagung ermittelt. Es ergaben sich folgende Verhiltnisse: 


Konzentration des g CO, nach 
Ammonsulfat 2 Tagen 3 Tagen 4 Tagen 
oR aS Sse TUEE) ao ee aera sree iay* 1,50 2,50 2,95 
eset ey By ok ey 1,00 1,75 2,25 
Gs aM Ste a ce ah 3 1,10 2,00 2,45 
Mt 8 a te oS Sd 1,45 2,50 3,15 
ee ae ree oh rae ae 1,40 2,40 2,90 
| Ea ay ae ee og ae 1,50 2,40 2,95 
ER Sh 6 Sata) ae ee we eR 1,50 2,55 3,05 
Se atk ark ele ne ed 1,50 2,50 2,95 
Rages Fara pra Ohr eee ae 1,50 2,40 2,90 
ERPs tee ee are 1,35 2,10 2,55 


Ra ene; pt ao arurte etree s 2,20 2,60 
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Aus dieser Ubersicht ergibt sich: 
1. Es besteht eine Zone maximaler Giirung bei der Ammon- 
sulfatkonzentration von 1/,—1/,, n. 

2. Es sind 2 deutliche Minima der Garung bei 1,5—1,0n 
und von 3/,,n abwirts vorhanden. 

Diese Erscheinungen deuten auf ph ysikalisch-chemische 
Vorgiange hin, analog wie wir sie bei den unregelmaBigen Reihen 
kennen. Es braucht nur angenommen zu werden, daB die Plasma- 
membran z. B. durch eine bestimmte Stickstoffkonzentration 
verdichtet (gefallt) oder gelockert wird, dann wird die Anderung 
der Garleistung mehr oder weniger schon allein durch diese An- 
nahme erklart. 

Ein viel deutlicheres Ergebnis wurde mit wachsender Hefe 
des folgenden Versuches erzielt: In 50ccm einer Niahrlésung 
folgender Zusammensetzung: 1000 ccm destilliertes Wasser, 150 g 
Saccharose, 0,75 g K,HPO,, 0,15 g MgSO,, wurde der Gehalt 
an Ammonsulfat so gewechselt, daB er zwischen 2,4—0,03% 
schwankte. Die Einsaat war sehr gering, die Kolben mit 50 ccm 
der Nahrlésung standen im Brutschrank bei 25°C. Es erfolgte 
das Wachstum sehr langsam, aber schon mit bloBem Auge waren 
deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Konzentra- 
tionen zu erkennen; diese Unterschiede gingen nicht mit der 
Konzentration der Ammonsulfatmenge parallel. Nach 21 Tagen 
waren folgende Mengen Kohlensaure abgegeben: 


Konzentration des Entwickelte CO, 
Ammonsulfat in °% in g 








Bear en Wt eer phe eae Mittelwerte aus den 
ge Ree iat 3,05 | stets sehr gut iiber- 
Ns Se es OG 3,07 ? einstimmendenWai- 
aes a ee ES 3,92 | gungen von je 2 Pa- 
reas rin olhres ae a rallelkolben 
ER a Ne ee gr 3,22 


Wir haben hier ein ausgesprochenes Minimum der Gar- 
leistung bei 0,6—0,3% und zwei deutliche Maxima bei Gegenwart 
von 2,4 und 0,15% Ammonsulfat. Da die Minima mit der Ammon- 
sulfatkonzentration nicht parallel gehen, und da von einem 
Stickstoffhunger bei einer Konzentration von 0,6—0,3°% Ammon- 
sulfat keine Rede sein kann, so miissen offenbar Wirkungen des 
Ammonsulfates auf die Plasmamembran (vielleicht auch bis zu 
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einem gewissen Grade Zellwand und auf den ganzen Stoffwechsel- 
verlauf) vorliegen, die auf eine Verinderung der Plasmakolloide 
und Plasmalipoide hindeuten, etwa im Sinne der unregelmaBigen 
Reihen und verwandter Vorgiinge zwischen Kolloiden und Kry- 
stalloiden. 

Die bis jetzt mitgeteilten Versuche wurden im Anschlusse 
an Pringsheims) Hefenarbeit wiederholt. In groBem MaBstabe 
treffen wir diese erwihnten unregelmaBigen Reihen bei Prings- 
heim; aus naheliegenden historischen Griinden hat Pringsheim 
seine Resultate nicht im obigen Sinne verwertet. Es soll daher 
der wertvolle Inhalt der Pringsheimschen Arbeit hier im Sinne 
der Kolloidchemie an der Hand einiger Kurven kurz erlautert 
werden. 

Pringsheim verwendete folgende Nahrlésung: 

0,75 g K,HPO,, 0,1 g MgSO,, Spuren von NaCl u. FeSO,, 15% Rohrzucker. 


Die Stickstoffkonzentration war von 10,27 g N bis 0,020 g N 
im Liter abgestuft. Die zu bestimmten Zeiten entwickelten 
CO,-Mengen zeigten auffallende Maxima und Minima, die keines- 
wegs mit der Stickstoffmenge auch nur annahernd parallel gingen. 
Die CO,-Maxima und -Minima sind in den folgenden Kurven 
graphisch dargestellt und bediirfen keiner weiteren Erlauterung. 
Dabei ist es im allgemeinen gleichgiiltig, welchen Versuchstag 
man zur graphischen Darstellung wihlt, das Kurvenbild bleibt 
in der Hauptsache unverindert. Dies sei an einigen Zahlen- 
angaben veranschaulicht. Es betriigt z. B. bei der Hefe Frohberg 
(mit Asparagin als Stickstoffquelle) bei wechselndem Stickstoff- 
gehalt die CO,-Abgabe: 


Versuchstag: g N im Liter der Nahrlésung 
2,568 1,284 0,642 0,321 0,08 0,04 
8 g{ 16 2,8 4,0 0,4 6,4 13,2 
16 os 12,8 14,8 19,2 1,6 22,0 25,2 
32 < (28,8 30,4 33,2 18,0 36,0 38,0 











Nach dieser kurzen Zahlenangabe liegt bei Verwendung von 
0,321 g N im Liter ein ausgesprochenes Minimum, bei 0,04 g ein 
deutliches Maximum der CO,-Abgabe. Diese Verhialtnisse sind 
noch scharf am 99. Tag zu erkennen! Da bei Gegenwar von 
0,321 g N im Liter noch kein Stickstoffmangel vorhanden sein 


1) Pringsheim, diese Zeitschr. 3, 121 ff. 1907. 
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kann, so miissen andere als physiologische Griinde zur Erklarung 
herangezogen werden. In den folgenden Abb. 1—3 sind diese 
60 . hier kurz geschilderten Tat- 
g sachen auf Grund der 
” Pringsheimschen Arbeit 
graphisch dargestellt. 

In den Kurven fallen 
je nach der Art der ver- 
wendeten Stickstoffquelle 
eine Reihe von Maxima 
| und Minima der CO,-Ab- 
a, Shit r gabe deutlich auf. So hat 
| z. B. die verwendete Wein- 
468 1284 G04e O527 000 G06 G¥hefe drei Maxima mit 

ae Fades ce oe: Weinhete AMmonsulfat als N- 

ZOS. To g. ein e 
Abb. 1. Asparagin als Stickstoffquelle. Die CO,- Quelle, namlich das Haupt- 
Werte entstammen dem 19. Versuchstag. 

maximum bei 1,2 g N im 

Liter und zwei Nebenmaxima je bei 0,321 und 0,08 g N im Liter; 
wihrend die Hefe Logos und Frohberg mit der gleichen Stickstoff- 
> quelle nur zwei Maxima der 
9 K CO,-Abgabe aufweist. Ent- 
ge \ Ph sprechend dem Vorhanden- 
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Es sind am 19. Tage g CO, abgegeben —> 
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se rung der einzelnen Hefen 
nicht bei derselben Stick- 

as G3a? Gt Go4u ‘ : 
« he Rie stoffkonzentration _ liegt. 


——— Logos. --- Frohberg 21. Tag. Dies deutet auf eine Art- 
seosees Weinhefe 21. Tag 


Abb. 2, Ammonsulfat als Stickstoffquelle. Die SPezifitéat der Plasma- 
CO,-Werte entstammen dem 21. Versuchstage. membran hin. Wahlen wir 


z. B. Ammonsulfat als Stickstoffquelle, so liegt das Hauptmaximum 
der Hefe Frohberg bei einem Stickstoffgehalt von 0,04 g, bei der 
Logoshefe bei 0,08 g und bei der Weinhefe bei 1,2 g Stickstoff im 
Liter. Dies deutet, wie schon betont, auf eine Spezifitat der 
Plasmamembran hin, die als Artcharakteristikum gelten kann. 
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Der Gedanke, daB der osmotische Druck der Lésungen hier 
eine Rolle spielen kénnte, faillt weg, da aus den Konzentrations- 
verhaltnissen ohne weiteres klar ist, daB der osmotische Druck 
als Erklarungsgrund nicht in Betracht kommt. 

Sehr auffallend ist die Erscheinung, daB Melasseleucin 
sich vollig anders verhalt als synthetisches Leucin. Mit 
synthetischem (racemischem) Leucin sind im Prinzip dieselben 
unregelmaBigen Reihen zu erkennen wie mit Asparagin oder 
Ammonsulfat. Dagegen 60 
liefert Melasseleucin keine 9 
Andeutung einer unregel- 
maBigen Reihe; es fallt die 
Garleistung konstant mit 
abnehmender _ Stickstoff- 
konzentration so gleich- 
maBig, daB man bei der 
graphischen Darstellung 
eine gerade Linie erhilt, 
wie die Abb. 3 zeigt. Dies | | 
ist sehr auffallend; da aber 4284 Co42 O32 Gle G08 GO G08 
das untersuchte Gebiet (1,2 _ pogos 29. co ne "Frohberg 22. Tag. 
bis 0,16 g N im Liter) ver- ~*~° a > te bo 
haltnismaBig klein ist, so  Abb.3, Synthetisehes und Melasseleucin als Stick- 

: f : stoffquelle. Die CO,-Werte der Hefe Logos ent- 
soll hieran vorerst keine sprechen dem 22., die der Hefe Frohberg dem 
weitere Erdrterung ge- ‘md 2 dle der Hote Logos mit Moltase- 
kniipft werden. ist doppelt durgestellt.) 

Es ist ferner sehr bezeichnend, daB sogar mit Pepton deutlich 
unregelmaBige Reihen beobachtet werden kénnen; allerdings ist 
diese Erscheinung nur in den ersten Tagen der Garung einwandfrei 
zu erkennen. Hefe Logos hat z. B. am 8. Versuchstage folgende 
deutliche Maxima der CO,-Abgabe: a) bei 2,568 g Hauptmaximum, 
b) bei 0,321 g N und 0,08 g N im Liter zwei Nebenmaxima, dabei 
ist von den héheren Stickstoffkonzentrationen, die Pringsheim 
noch anwendete, abgesehen. Am 12. Versuchstage sind diese 
drei Charakterpunkte der Garkurve bereits véllig verwischt, man 
muB daher bei Anwendung von Pepton sehr friihe Versuchsdaten 
beniitzen, um ein positives Ergebnis zu erhalten. Auch bei der 
Frohberghefe lat sich z. B. am 12. Versuchstage ein scharfes 
Minimum der Girung bei Gegenwart von 0,642 g N im Liter 
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erkennen. Es sind z. B. am 12. Versuchstage entwickelt g CO, 

bei folgenden Stickstoffkonzentrationen : 

g N im Liter: 5,14 2,568 1,284 0,642 0,321 0,160 0,08 

g CO, 36,0 27,2 21,4 9,2 1,44 16,4 9,20 
Das Minimum bei 0,642 ist sehr scharf ausgeprigt, ist jedoch 

schon am 16. Versuchstag véllig verwischt. (Vgl. hierzu Abb. 4.) 
Aus den Versuchen der Peptonreihe kann geschlossen werden, 

daB ganz bestimmte Aminosiuren oder noch stirker abgebaute 


























60 : : ' . Stickstoffverbindungen an 

I | der Plasmamembran zur 
NT ~SOCWWiirkung kommen. 

es [ 4 Soe Zur Erklarung dieser 

| | Erscheinungen wird ange- 

t 30 Be | Pee mise nommen, daB die Plasma- 

8 Pike | membran durch die Ein 

” 20 rh | +——} wirkung der verschiedenen 

™ wae Stickstoffkonzentrationen 

sa RDM iS ee a, etwa wie eine Lecithin- 

| te Bin “\{ membran teils verdichtet 

2,568 728% 0642 0327 (#0 008 Gov teils aufgelockert wird ; der 


g N im Liter . ° 
sammie Logos 8. Tag. Logos (Pepton) Verdichtung entspricht 


12. Tag. -~- Frohberg (Pepton) 12.Tag. Jangsames Eindringen des 


Abb. 4. Pepton als Stickstoffquelle Die CO,- ,_ - 
Werte entsprechen dem 8. und 12 Tage bei Hefe Zuckers, und demgemaB 


Logos, dem 12. Tage bei Hefe Frohberg. eine langsamere Garung, 
der Auflockerung entspricht eine raschere Vergirung. Da bei 
Anwendung von Pepton im Prinzip ebenfalls die Erscheinung der 
unregelmaBigen Reihen beobachtet wird, so ist zu folgern, dab 
Pepton an der Plasmamembran in krystalloide Stickstoffverbin- 
dungen umgesetzt wird. Der baldigen Verwischung der unregel- 
mafigen Reihen bei Anwendung von Pepton ist zu entnehmen, 
da8 aus Pepton noch Verbindungen entstehen, die gleichzeitig 
gegensatzlich wirken wie die zur Erkliarung der unregelmaBigen 
Reihen angenommenen krystalloiden Verbindungen. Dadurch 
wird die Peptonwirkung bald verwischt. 

Bemerkenswert sind die Gegensitze zwischen synthetischem 
und natiirlichem Leucin. Ersterer ist membranaktiv, letzteres 
membranpassiv. 


Untersuchungen iiber Saurebildung bei Pilzen und Hefen. 


IV. Mitteilung. 


Von 


Friedrich Boas, Hans Langkammerer und Hans Leberle. 


(Eingegangen am 2. Marz 1920.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


In unserer I. Mitteilung!) stellten wir den Verlauf der Saure- 
bildung durch Unterhefe Weihenstephan mit Dextrose als Kohlen- 
stoffquelle dar. Es erschien nunmehr geboten, unsere Unter- 
suchungen auch auf die anderen wichtigeren Zuckerarten aus- 
zudehnen, demgemif kommen in der vorliegenden Arbeit ver- 
gleichende Untersuchungen iiber das Saurebildungsvermégen mit 
Maltose, Galaktose, Lavulose, Dextrose und Saccharose zur Dar- 
stellung. Diese Ausdehnung auf die wichtigsten Zuckerarten war 
auch aus dem Grunde geboten, um feststellen zu kénnen, inwie- 
weit eine spezifische Zuckerwirkung zu erkennen sei. 

Uber das Verhalten vieler Hefenarten zu den einzelnen 
Zuckern liegen zahlreiche Angaben vor. Lindner*) hat im 
Vereine mit Saito umfangreiche Versuche angestellt und ge- 
funden, daB z. B. alle Unterhefen mit Saccharose in minera- 
lischer Naihrlésung sehr schlecht, mit Dextrose und Lavulose 
maBig und mit Maltose gut wuchsen. Diese qualitativen Befunde 
hat Henneberg?) dahin priazisiert, daB die fir viele Hefen un- 
giinstige sauere Rohrzucker-Asparaginlésung durch Zusatz von 
,,Kalksalzen‘* (CaCO,) oder Soda an Brauchbarkeit gewinnt. 
Pringsheim‘) hat mit Saccharose in alkalischer,Lésung je 
nach der verwendeten Konzentration der Siickstoffquelle z. T. 
starkes Wachstum erzielt, womit fiir alle derartigen Versuche 

1) Boas und Leberle, diese Zeitschr. 90, 75 ff. 1918. 

2) Lindner und Saito, Wochenschr f. Brauerei 27, 509. 1910. 


3) Henneberg, Garungsbakteriol. Praktikum 1909. S. 184. 
4) Pringsheim, diese Zeitschr. 3, 121 ff. 1907. 
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sowohl der Einflu8 der Reaktion der Nahrlésung wie derjenige 
der Konzentration der Stickstoffquelle festgelegt ist. 

Trotzdem bestehen noch sehr viele Schwierigkeiten iiber den 
Verlauf des Hefewachstums, namentlich wenn man auch an die 
, Biosfrage‘ denkt. Es scheint, daB ein Teil der merkwiirdigen 
Wirkungen, welche mineralische Zuckerlésungen auf das Hefen- 
wachstum ausiiben, als s pezifische Zuckerwirkung zu deuten 
ist. Auf die Méglichkeit einer spezifischen Zuckerwirkung ist bis 
jetzt kaum hingewiesen worden. Man findet in allen Arbeiten 
unter Verkennung der méglichen Verhiltnisse stets den Ausdruck 
, Zucker’, womit meist Rohrzucker gemeint ist; aber daB die 
Resultate bei Anwendung eines anderen ,,Zuckers“ sich andern 
kénnten, ist nirgends zu bemerken, und doch muB auch mit einer 
Zucker-(Kohlenstoff)-Frage ebenso gerechnet werden wie mit einer 
Stickstofffrage. Letztere beherrscht z. B. bis heute einseitig das 
Biosproblem. 

Auf diese spezifische Zuckerwirkung ist bis jetzt also noch 
kaum ausdriicklich hingewiesen worden. Die Moéglichkeit einer 
Zuckerwirkung ist gar nicht in Betracht gezogen worden, so daB 
z. B. Lindet?) erst in jiingster Zeit angab, weinsaures Ammon 
werde von Hefe bei Gegenwart von Saccharose sehr schlecht ver- 
arbeitet. Richtiger heiBt es: Saccharose wirkt auf Hefe ungiinstig 
ein, infolgedessen findet nur langsames Wachstum und nur 
spurenweiser Verbrauch von weinsaurem Ammon statt. Auch 
bei der Behandlung der Biosfrage*) ist diese Seite des Problems 
bis jetzt sehr wenig diskutiert worden. Auch A. Klécker®) 
macht in seiner neuesten Arbeit iiber die Assimilationsfaihigkeit 
von 12 Hefen keinen Versuch, an die Méglichkeit einer spezifischen 
Zuckerwirkung zu denken. 

Die vermutete spezifische Zuckerwirkung scheint auf zweierlei 
Weise sich geltend zu machen. Die einzelnen Zuckerarten dirften 
namlich in verschiedenem MaBe auf die Plasmamembran, teils 
verhartend, teils auflockernd einwirken; teils diirften dann ent- 
sprechend Teilprozesse des Stoffwechsels und des Stoffaustausches 
qualitativ verschieden je nach der Zuckerart vor sich gehen. 


1) Lindet, Bull. Assoc. des Chim. de sucre et distill. 35, 232. 1917. 

*) Siehe hierzu: Naumann, Zeitschr. f. technische Biologie 7, 1 ff. 
1919 (Fortsetzung der Zeitschr. f. Garungsphysiol.). 

*) Klocker, Compt. rend. laborat. Carlsberg 14, 1—40. 1919. 
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Fir die vermutete Wirkung der Zuckerarten z. B. auf die 
Plasmamembran ergibt sich folgende Zuckerreihe im Sinne 
steigender ungiinstiger Wirkung auf die gesamte Wachstums- und 
Gartatigkeit 


Maltose - Dextrose (Galaktose) -» Livulose -» Saccharose'). 


Es stehen also Maltose und Saccharose sich als physiologische 
Antipoden gegeniiber. Dextrose nahert sich der Maltose, wahrend 
Lavulose und Saccharose sich wieder sehr nahe kommen. Diese 
Nichtberiicksichtigung einer méglichen Zuckerwirkung hat jeden- 
falls dahin gefiihrt, viele unklare Erscheinungen des Hefenwachs- 
tums einseitig als reine Stickstoffwirkungen aufzufassen. 
Es sei z. B. an die eben erwahnte Arbeit Lindets erinnert. Fir 
die spezifische Zuckerwirkung auf die Plasmamembran sprechen 
folgende wichtige Beobachtungen: 

1. Rohrzucker verhairtet nach Kiister*) im Gegensatz zu 
anderen Plasmolyticis die Plasmamembran. Fir die 
roten Blutkérperchen ist Rohrzucker nach Héber*) besonders 
schadlich, auch auf .Muskeln wirkt er ungiinstig. 

2. Rohrzucker wirkt bei Aspergillus niger*) verzégernd auf 
die Konidienbildung und die Ausbildung vieler Enzyme. 
Hinsichtlich der Bildung léslicher Starke durch Aspergillus 
niger laBt sich folgende Zuckerreihe im Sinne steigender Schnellig- 
keit der Stairkebildung aufstellen‘): 


Maltose — Dextrose — Lavulose — Saccharose. 


Es 1aBt sich also auch hier die schon eingangs erwahnte Zucker- 
reihe erkennen. 

Diese spezifische Zuckerwirkung wird natiirlich durch eine 
Reihe sekundirer Erscheinungen teils verstarkt, teils vermindert. 
Verandert, d. h. abgeschwicht oder verstarkt wird diese Zucker- 
wirkung 


1) Diese Reihe gilt natiirlich nur insoweit, als die betreffenden Hefen 
(Organismen) die 4—-5 Zuckerarten, wenn auch teilweise spurenweise, ver- 
arbeiten kénnen. 

2) E. Kiister, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 27, 589. 1909; Zeitschr. f. 
Botan. 5, 689. 1910. 

3) Héber, Physikalische Chemie der Zelle. S 242 und 407. 1914. 

4) F. Boas, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 37, 57ff. 1919. 

5) F. Boas, Beihefte botan. Centralbl. Abt. 1, 36, 135ff. 1919. 
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202 Fr. Boas, H. Langkammerer und H. Leberle: 


1. durch die Konzentration der angewendeten Stickstoff- 
quelle, 

2. durch die Reaktion der Nahrlésung und 

3. vermutlich durch Gewéhnung des Versuchsorganismus an 
bestimmte Zucker. 

Diese Gesichtspunkte spielen alle eine mehr oder minder 
deutliche Rolle. Jedenfalls deuten sie an, daB hier ein Kapitel 
sehr komplizierter physiologischer und biochemischer Vorginge 
vorliegt. 

Inwieweit nunmehr eine spezifische Zuckerwirkung zu er- 
kennen ist, sollen die folgenden Untersuchungen naher erlautern. 
Bei den folgenden Versuchen sind alle irgendwie wichtigen An- 
gaben gemacht. Es finden sich verzeichnet die Werte der aktuellen 
und potentiellen Saiuren, die GréBe der Vergarung und der Inver- 
sion und die notwendigen Angaben iiber die Wachstumsverhilt- 
nisse. Zur Verwendung kamen fast ausnahmslos 50 ccm einer 
5%igen Zuckerlésung mit 0,3°% Stickstoffquelle, nimlich Aspara- 
gin oder Ammonsalzen. Die Temperatur betrug teils 23—24°, 
teils 17—19°. Die GréBe der Einsaat schwankte in nicht weiten 
Grenzen und ist im einzelnen angegeben. Zur angewandten 
Untersuchungsmethodik sei folgendes bemerkt: 

1. Die Wasserstoffionenkonzentration wurde direkt gegen die 
gesittigte Kalomelelektrode bei 18° bei ruhender Wasserstoff- 
atmosphiare gemessen. Die Girfliissigkeiten wurden durch Fil- 
trieren und halbstiindiges Erwarmen auf 40° sorgfaltig von Kohlen- 
siure befreit. 

2. Die potentielle Siure wurde durch Titrieren von 10 ccm 
Lésung mit "/;,-NaOH gegen Phenolphthalein als Indicator fest- 
gestellt. Als Umschlagspunkt galt beginnende Rosafairbung 
(= py ca. 8,3). : 

3. Der genauen Ermittlung des Vergairungsgrades der ver- 
wendeten Zucker stand die geringe zur Verfiigung stehende 
Flissigkeitsmenge im Wege. Das spezifische Gewicht wurde daher 
teils mit dem 8 prengel- Ostwaldschen Pyknometer, teils durch 
Araometer bestimmt. Daraus lieB sich der wirkliche und schein- 
bare Extrakt ermitteln. AuBerdem wurde mit sehr gutem Erfolge 
das ZeiBsche Eintauchrefraktometer verwendet, das einfachste 
Handhabung mit auBerster Materialersparnis verbindet. Es zeigt 
bekanntlich die Refraktion einer Fliissigkeit in Teilen einer will- 
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kiirlichen Skala an; die Refraktion destillierten Wassers liegt bei 
17,5° bei Teilstrich 18. Da 1% Zucker eine Erhéhung der Refrak- 
tion um ungefahr 4 Teilstriche, 1% Alkohol um etwa 1,6 Teil- 
striche bewirkt, so muBte die Refraktion einer endvergorenen 
5%igen Zuckerlésung von etwa 35 auf etwa 19 Skalenteile sinken. 
Mit diesem Hilfsmittel konnten wir uns bequem iiber den Verlauf 
der Girung unterrichten. 

4. Zur Feststellung des Verbrauches von Asparagin ver- 
wendeten wir die Formoltitration von 8. P. L. Sérensen!), 

5. Den Verlauf der Rohrzuckerinversion sowie den un- 
verbrauchten Zuckerrest in der Nahrlésung stellten wir mit einem 
genauen Halbschattenapparat ('/,, Gradteilung) und bisweilen 





——> Zeit in Tagen 
67 Dextrose Ammontartrat. 58 Maltose Ammontartrat. 59 Saccharose Ammontartrat. 
60 Lavulose Ammontartrat. 61 4°/, Maltose, 1°/, Dextrin Ammontartrat. 
Abb. 1. 


mit Hilfe der jodometrischen Zuckerbestimmung nach der von 
Bruhns?) modifizierten Lehmannschen Methode fest. 

Wir beginnen die Darstellung unsrer Ergebnisse mit Ver- 
suchsreihe 57—61; bei den verwendeten 4 Zuckern: Dextrose, 
Lavulose, Saccharose und Maltose, diente 0,3°%iges weinsaures 
Ammon als Stickstoffquelle; die Einsaat in die 50 ccm der Nahr- 
lésungen betrug etwa 1% Million Zellen. Das Resultat dieser 
Versuchsreihe ist in Tabelle I zusammengestellt. Die Abb. 1 
erlautert die Verhaltnisse nochmals. 

Das Wachstum und die Garung erlaubt die Zucker in folgende 
Reihe steigender Brauchbarkeit anzuordnen: 


Saccharose — Livulose — Dextrose — Maltose. 


1) Siehe diese Zeitschr. 7, 45. 1908. 
2) Chem.-Ztg. 42, 609. 1918. 
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Tabelle I. 
Versuch 57—6l. Beginn 30. III. 19. Zucker-Ammontartrat-Hefe. 


57:5% Dextrose 0,8% Ammontartrat, 0,25% KH,PO,, 0,15% MgSO,. 

58:5% Maltose 0,3 % * 0,25 % KH,PO,, 0,15% MgSO,. 

59: 5% Saccharose 0,8 % Re 0,25% KH,PO,, 0,15% MgSO,. 

60:5% Lavulose 08% a 0,25 % KH,PO,, 0,15% MgSO,. 

61: 4% Maltose, 1% Dextrin 0,3.% ~ 0,25 % KH,PO,, 0,15% MgSO,. 
Einsaat ca. 500000 Zellen. 
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Ausgangslésung | 30. 5,28 5,18 5,15 
n. 244 Zimmertemp., || 31. 5,32 5,20 | 5,29 
dann im Brutschrank | 1. 4,93 | 4,424) 
4.64 | 3.953) 
4.41 
4,21 
4,16 
3,93 | 
8,78 | 
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Potentielle Saiure 
cem 9/s5 f. 10 ecm 
(Ind. Phenolphthalein) 





2,04 2,12 

2,00 2,05 

2,10 2,58 

2,43 | 3,49 

2,50 | 3,66 

2,80 | 3,87 

2,60 | 4,38 

3,90 3,90 

400 |; — 

Refraktion : 
ETT Ausgang | 35,3 85,05 | 35,7 
bei 17,6°C | am 5. IV. | 30,65 | 20,75 | 33,0 
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Vergirungsgrad: 
scheinbar | 35°/, | 83%, | 12°, | oil —- 
wirklich | 28°, | 68°, | 10%, | _ 
Starke Garung tritt nur in Versuch 58 (Maltose) auf; die erreichte 
maximale aktuelle Siure deckt sich mit spiteren Versuchen und 
ist schon am 5. Versuchstage vorhanden, sie wird mit Dextrose 
annahernd erst am 11. Tage erreicht; die beiden anderen Zucker 
wirken sehr ungiinstig auf die Hefe (Plasmamembran) ein, infolge- 
dessen ist Wachstum, Saurebildung und Garung sehr gering trotz 
Vorhandenseins einer guten Stickstoffquelle. 
Charakteristisch ist fiir alle Versuche, daB wenige Stunden 
nach der Impfung die aktuelle und potentielle Saure gegeniiber 


1) Deutlich stirkere Giarung als bei den anderen Kolben des 
gleichen Tages. 
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der Kontrollésung erkennbar geringer ist. Dies ist aus der Abb. 1 
gut zu ersehen. In unseren friiheren Versuchen fiel uns dieser 
Knick der Kurve nicht auf, weil wir erst nach mehreren Tagen 
die erste Messung vornahmen. Im Prinzip wurde diese Beobach- 
tung schon von Schjerning?) gemacht. Wir sind nicht weiter auf 
diese kurze Zeit andauernde Abnahme der Saure eingegangen. 

Der Versuch 61, wo nur 4% Maltose neben 1% Dextrin vor- 
handen war, kann als Bestatigung unserer Maltoseversuche dienen, 
er verlauft vollkommen parallel mit Versuch 58. 

Aus der gesamten Versuchsreihe ist eine starke s pezifische 
Zuckerwirkung, wie sie in mineralischen Lésungen mit 
krystalloiden Stickstoffverbindungen sehr haufig vorkommt, mit 
aller Scharfe zu erkennen, dies zeigt auch der Verlauf der Refrak- 
tion bzw. die GréBe des Vergirungsgrades. Trotzdem besteht 
immerhin die Méglichkeit, daB das Ammontartrat an der schlechten 
Vergarung der Zucker Livulose, Dextrose und Saccharose schuld 
sein kénnte, daB also trotzdem eine Stickstoff- und keine Zucker- 
wirkung vorliege. Deshalb wurden in Versuchsreihe 62—68 und 
73—74 die noch notwendigen Erginzungen mit anderen Stick- 
stoffquellen, namlich mit bernsteinsaurem Ammon und 
Asparagin neben Ammontartrat ausgefiihrt. Versuchsreihe 62—68 
bringt die mit Ammontartrat, Ammonsuccinat und Asparagin 
unter sonst gleichen Bedingungen erhaltenen Resultate. In 
Versuch 68 wurden gleiche Teile von Saccharose und Maltose mit 
weinsaurem Ammon gemischt, um auch feststellen zu kénnen, 
ob und wie Saccharose sich neben Maltose bemerkbar macht. 


Versuch-Nr. Wachstum Aussehen und Inhalt der Zellen 


62. (Sacch. Weins. Am.) Schwach GroBe Zellen, wenig SproBver- 
bande, viele Granula, nur 
Spuren von Glykogen. 

63. (Sacch. Bernsteins. Am.) Schwach Wie Versuch 62. 

64. (Sacch. Asparagin) Etwas besser Kleinere Zellen, viel SproBver- 
bande, viele Granula, fast 
kein Glykogen, viele In- 
volutionsformen. 

65. (Malt. Weins. Am.) Stark GroBe Zellen, wenig SproBver- 

66. (Malt. Bernsteins. Am.) bande, keine Granula viel 
Gly kogen. 


") Schjerning, Compt. rend. d. trav. du Labor. de Carlsberg 9, 237. 
1913. 
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Versuch-Nr. Wachstum Aussehen und Inhalt der Zeilen 


67. (Malt. Asparagin) Stark Torulése SproBverbinde, keine 
Granula, viel Glykogen. 

68. = 62 + 65 Stark Viel Glykogen, méaBig 
Granula. 


Die schadliche Wirkung der Saccharose macht sich mor pho- 
logisch und biochemisch in dem Auftreten vieler Granula 
als Zellinhalt, dem fast vélligen Fehlen von Glykogen und dem 
geringen Wachstum bemerkbar. Es ist, als ob die Zellen vor- 
zeitig gealtert waren (Auftreten der Granula, Involutions- 
formen), bei Verwendung von Maltose dagegen sehen die Zellen 
gesund und leistungsfahig aus und sind reich an Glykogen. Maltose 
wirkt also gegensatzlich wie die Saccharose. Unter den gewahlten 
Versuchsbedingungen fallt also unabhingig von der Stick- 
stoffquelle der Stoffwechsel der Hefe, soweit die Gra- 
nula- und Glykogenbildung in Betracht kommt, bei 
Gegenwart von Saccharose qualitativ anders aus als 
mit Maltose. Die entgiftende Wirkung der Maltose der 
Saccharose gegeniiber ist aus Versuch 68 zu ersehen. 

Die Resultate dieser Reihe decken sich vollkommen mit denen 
der Reihe 57—61. Es wird Saccharose unabhangig von der 
Stickstoffquelle, wie die Siure- und Refraktionswerte zeigen, 


kaum vergoren, hingegen Maltose sehr stark, die Maltose ist 
am SchluB des Versuches zu 90%, die Saccharose zu 5% vergoren 
(scheinbarer Vergiirungsgrad). Von besonderer Wichtigkeit ist, 
daB Saccharose neben Maltose kaum einen schiidlichen Einflub 


ausiibt, wie die Refraktion (und die Siuregrade) zeigen: 
héchstens ist eine anfangliche Verlangsamung des Wachstums in 
geringem Mae erkennbar. Die schidliche Wirkung der Saccha- 
rose wird also durch Maltose aufgehoben oder jedenfalls sehr 
stark vermindert. Dies ist also ein deutlicher Beweis fiir spe- 
zifische Zuckerwirkung (Versuch 68, vgl. hierzu Versuche 77 
und 79). 

Der Verlauf der Saiurebildung der Versuchsreihe 62—68 ist 
in Abb. 2 und 3, soweit die Werte der aktuellen Saure, und in 
Abb. 4, soweit die Werte der potentiellen Saiure in Betracht 
kommen, graphisch dargestellt. Die besonders starke Siure- 
bildung (potentielle Siure) des Versuches 66 (Maltose, bernsteins. 
Ammon) fallt besonders auf. 
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62 Saccharose weins. Ammon. 65 Maltose weins. Ammon. 68 Mischung von 62 + 65 
zu gleichen Teilen. 
Abb. 2 








5 6 
>Zeit in Tagen 
68 Saccharose bernstcinsaures Ammon. 64 Saccharose Asparagin. 66 Maltose bernstein- 
saures Ammon. 67 Maltose Asparagin. 
Abb. 8. 

















Kurve der Titriersdure. 

62 Saccharose weinsaures Ammon. 68 Saccharose bernsteinsaures Ammon. 64 Saccha- 
rose Asparagin. 65 Maltose weinsaures Ammon. 66 Maltose bernsteinsaures Ammon. 
67 Maltose Asparagin. 68 Gleiche Teile von 62 -++- 65 gemischt. 

Abb. 4. 











208 Fr. Boas, H. Langkammerer und H. Leberle: 


Die wahrend des Wachstums erzeugte gesamte maximale 
Wasserstoffionenbildung betragt bei Anwendung von 
62. Sacchar. weins. Am. 63. Sacch. bersnteins. Am. 
St x 10-* ox i? 


64. Sacchar. Asparag. 65. Maltose weins. Am. 
76 % 397° 244 x 10-° 


66. Malt. bernsteins. Am. 67. Maltose Asparagin. 
ol x 107° 381 x 10-8 

Die Saurebildung ist also bei Verwendung von bernstein- 
saurem Ammon am geringsten, obwohl z. B. in Versuch 64 doch 
weitgehende Vergirung der Maltose stattgefunden hat; am stark- 
sten ist die Bildung aktueller Siure mit Asparagin. 

Von besonderem Interesse fiir den Nachweis der spezifischen 
Zuckerwirkung ist das mikroskopische Bild der Hefen dieser 
Versuchsreihe am 5. Versuchstage. Hieriiber klirt die folgende 
Ubersicht auf. 

Die weiteren Zahlenbelege fiir diese Versuchsreihe sind aus 
der Tabelle II zu ersehen. 

Dasselbe Resultat wie der vorstehende Versuch ergaben die 
Versuche 73 und 74 mit Asparagin als Stickstoffquelle. Es kam 
uns hier darauf an, quantitativ mit Hilfe der Formoltitration den 
Stickstoffverbrauch zu bestimmen, von der Wiedergabe der 
Saurewerte kann abgesehen werden. Es sind, wie die folgende 
Tabelle zeigt, am 10. Versuchstage verbraucht bei 


Gegenwart von Maltose 88 mg scat 100 ccm 
*. ,, saccharose 34 ,, ie umgerechnet. 


Die Maltoselésung ist nahezu endvergoren, die Saccharose 
hat nicht gegoren. 

Die Refraktions- und Formolwerte sind die folgenden: 
Vers. 73: 5% Saccharose, 0,3% Asparagin, 0,159% MgSO,, 0,25% KH,PO,, 
74: 5% Maltose, 0,3% __,, 0,15% MgSO,, 0,25% KH,PO,. 
é . x Formoltitration: 

Refraktion bei 17,5° C mg Asparag. auf 100 ccm 

Versuchsdauer: Vers. 73 Vers. 74 Vers. 73 Vers. 74 
16. VI. Kontrollésung (Beginn) — — 331 325 
18. VI. 34,3 34,0 301 292 
20. VI. 33,7 29,2 307 290 
23. VI. 33,8 25,45 306 
25. VI. 33,4 21,1 297 
18 .VIT. 23,55 22,55 232 
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Tabelle II. 


Versuch 62—68. Beginn 14. V. 19. 


. < 

Seccharose, 5: chefe — versch. Stickstoffquellen. 
:5% Saccharose 0,38% weins. Ammon 0,25% KH,PO,, 0,15% MgSO,. 
75% - 08% bernst. , 0,25% KH,PO,, 0,15% MgSO,. 
36% « 0,3% Asparagin 0,25% KH,PO,, 0,15% MgSO,. 
:5% Maltose 03% weins. Ammon 0,25% KH,PO,, 0,15% MgSO, (gelblich). 
26% “ 0.8% bernst. “ 0,25% KH,PO,, 0,15% MgSO, (briiunlich). 
26% - 0,3% Asparagin 0,25% KH,PO,, 0.15% MgS0O,. 
: Mischung von 62 + 65 zu gleichen Teilen. 

Einsaat ca. 500000 Zellen. 
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Ausgangsrefraktion 62—68 ca. 36,0 Skalenteile 
Wachstum und Gérungsverlauf 
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210 Fr. Boas, H. Langkammerer und H. Leberle: 


Aus diesen Zahlen geht der Asparaginverbrauch deutlich 
hervor; nach langer Versuchsdauer steigt der Gehalt an Formol- 
stickstoff der Nahrlésung wieder betrichtlich an, als Folge von 
Abbauerscheinungen. Diese charakteristischen Verhiltnisse sind 
in Abb. 5 fiir die beiden Zucker graphisch dargestellt. 

Aus den bis jetzt mitgeteilten Versuchen ist der durchaus 
iiberwiegende EinfluB der Kohlenstoffq uelle auf Wachs- 
tums- und Giarverlauf als erwiesen zu betrachten. Die simt- 
lichen verwendeten Stickstoffquellen werden zur EiweiSbildung 
mit Leichtigkeit verbraucht, wenn eine geeignete Kohlenstoff- 
quelle vorhanden ist. Da nun z. B. Dextrose weniger brauchbar 
ist als Maltose, so werden wir bei der Verwendung von Chlor- 
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73 Saccharose Asparagin. 74 Maltose Asparagin. 


Abb. 5, 


P45 


. tion finden miissen als 


mit Maltose. Dies zeigt 
sehr sch6n Versuch 72 
im Vergleich mit Versuch 4 und 81). Mit Dextrose-Chlorammon 
erhielten wir seinerzeit ein p, von 2,34—3,14, mit Maltose-Chlor- 
ammon ein py von 2,55. In Versuch 4 und 8 war Wachstum und 


Garung triage, in Versuch 72 waren beide stark. Es seien die wich- 
tigsten Angaben in der folgenden Tabelle zusammengestellt: 


Versuch 72: 5% Maltose; 0,394 NH,Cl. Nihrsalze wie stets. 
Pu Refraktion 
4,20 35,6 
2,87 31,6 
2,69 29,0 
2 62 26,7 
2,55 23,2 
2,55 22,7 


Titration 
2,18 
2,26 
2,80 
3,05 
3,45 
33,5 


Ausgangslésung 
Nach 1 Tag 
» 2 Tagen 


” 


” ” 


Die Zellen sind durchaus normal, vakuolenarm, mit nur 
wenigen Granula versehen; es finden sich viel Glykogen, abnorme 
Zellen fehlen. 

1) Siehe diese Zeitschr. 90, 92. 1918. 
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Die bis jetzt mitgeteilten Versuche wurden mit Unterhefe 
Weihenstephan durchgefiihrt. 

Diese Hefe kommt als Betriebshefe stets mit Maltose, Dex- 
trose, Lavulose und Saccharose in Beriihrung. Wenn nun in den 
obigen Versuchen die einzelnen Zucker in sehr verschiedenem 
MaBe in kiinstlichen Nahrlésungen verarbeitet werden, so kann 
hier von einer Gewo6hnung kaum eine Rede sein, da in den Wiirzen 
alle Zucker nebeneinander vorkommen!). Es spricht also jeder 
Versuch fiir eine spezifische Zuckerwirkung. 

Die Méglichkeit des Einflusses der Gew6hnung an bestimmte 
Zucker kommt vielleicht in dem Versuche mit der Weinhefe 
Steinberg I*) zur Geltung. Diese Hefe kam bis zur Versuchs- 
anstellung niemals mit Maltose und Saccharose in Beriihrung. 
Es ist daher zu erwarten, da sie auch mit Maltose langsam giiren 
wird. Diese Erwartung ist voll bestatigt, aber es mub 
betont werden, daB die Einsaat nur etwa 150000 Zellen gegen 
sonst etwa 500 000 betrug. Es ist also auch von dieser Seite her 
die langsamere Giirung erklart. Es wurden folgende 3 Versuchs- 
reihen ausgefiihrt: 


Vers. 75: Saccharose 5,0%, Asparagin 0,3, Nahrsalze | Einsaat 


Zellen 


» 76: Maltose 5,0%, " 0,3 m | ca. 160000 


» 77: Saccharose 2,5% -+- Maltose 2,5%, sonst wie 75 u. 76 
Die Resultate sind in folgender Tabelle dargestellt: 
Vers. 75 Vers. 76 Vers. 77 
Py nach 4,75 Kontrolle 4,65 Kontrolle 4,66 Kontrolle 
2 Tagen 4,49 4,23 4,29 
4,49 4,23 4,29 
4,78 4,15 4,28 
4,69 3,69 3,78 
Die Refraktions- und Polarisationswerte sind in der folgenden 
Tabelle zusammengestellt : 
Refraktion Vers. 75 Vers. 76 Vers. 77 
Ausgangslésung 35,8 35,4 35,6 
2. Tag 36,0 35,7 35,8 
5 36,0 34,6 35,2 
36,3 35,4 35,9 
38,1 25,9 34,0 
= — 32,9 
auch in sehr ungleichen Mengenverhiltnissen. 
2) Wurde uns von Herrn Dr, von Wahl - Augustenberg (Baden) in 
liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung gestellt. 
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212 Fr. Boas, H. Langkammerer und H. Leberle: 


Polarisation (im 200-mm-Rohr) Vers.75 Vers.76 Vers. 77 
Ausgangslésung +6,20 +12,96 +10,20 
Drehung am 2. Tag 5,82 13,00 9,22 

Bia 5,82 12,26 6,70 

aes 4,80 7,38 8,00 

a 3,90 4,16 5,26 
Es wird also hier sehr deutlich Maltose vergoren, wie Siure- 
bildung, Refraktion und Polarisation zeigen; Saccharose wird 
wohl invertiert, aber nicht vergoren, und das Gemisch 

Maltose-Saccharose wird hier langsam vergoren. Dies wird noch 

durch die folgenden spezifischen Gewichte bewiesen. 

Die spezifischen Gewichte des Versuches 75—77 sind folgende: 
Vers. 75 Vers. 76 Vers, 77 
Ausgangslésung 1,0271 1,0224 1,0227 
2. Tag 1,0230 1,0225 1,0222 
5. 1,0232 1,0210 1,0221 


8. : 1,0235 1,0225 1,0235 
bes 5 1,0256 1,008] 1,0194 

Die Weinhefe hat also nur Maltose und das Gemisch Maltose- 
Saccharose vergoren. Saccharose fiir sich wurde mit einer In- 
versionskonstante k = 0,000 013 invertiert aber nicht vergoren. 
Inversion bei langsamem Wachstum wurde auch bei der Bierhefe 
mit sehr geringer Girung beobachtet. Es ist daher zweckmabig, 
zum besseren Vergleiche nochmals eine analoge Versuchsreihe 
mit der Hefe Weihenstephan hier anzuschlieBen. Diese Serie 
zeigt auch die gute Reproduzierbarkeit der Werte. 

Bevor die einzelnen Werte angefiihrt werden, muB noch an- 
gegeben werden, daB das langsame Wachstum der Bier- und 
Weinhefe z. B. in Saccharose nicht auf Kosten des geringen 
Stickstoffgehaltes'!) der Saccharose gehen kann. Denn 
wenn wir die Zucker nach ihrem natiirlichen Stickstoffgehalte ord- 
nen, so erhalten wir folgende Reihe steigenden Stickstoffgehaltes: 

Dextrose — Saccharose — Maltose ; 
die Anordnung der Zucker nach der Wachstums- und Garleistung 
der Hefen ist aber diese: 

Saccharose — Dextrose — Maltose. 

1) Uber den Stickstoffgehalt der ,,reinsten‘“ Priparate des Handels 
siehe: Lindner und Wiist, Wochenschr. f. Brauerei 1913, Nr. 36. Maltose 
»Kahlbaum“ enthalt ca. 0,04% Stickstoff. — Klicker (Compt. rend. 
laborat. Carlsberg 14, 1919) gibt fiir Maltose einen Stickstoffgehalt von 
0,014%, umkrystallisiert von 0,0027% an). 
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Es kann also der natiirliche Stickstoffgehalt der Zucker 
nicht zur Erklarung herangezogen werden, so daB die 
Zuckerwirkung als solche bestehen bleibt. 

Die Vergleichsversuche mit Bierhefe zur Weinhefereihe sind 
folgende: 
0,39 Asparagin 
0,15% MgSO,. 
0,25 KH,PO, 
Einsaat ca. 160 000 Zellen 


Vers. 77a: Saccharose 5%, 
78: Maltose 5% 
79: Sacharose -++ Maltose je 2,5% 


Die Sauregrade sind in der folgenden Tabelle vereinigt: 


Vers. 77a Vers.78 Vers. 79 
Ausgangslésung py, 4,64 4,74 4,76 
Nach 2 Tagen 4,59 4,62 4,62 
3 4,52 4,13 4,44 
4,39 3,70 4,28 
4,38 3,55 4,17 
4,39 3,60 3,94 
4,31 3,72 3,80 
4,46 3,50 36,1 
aaa 3,65 3,67 


Die Refraktion ergab folgende Werte: 


Vers. 77a Vers.78 Vers. 79 

Ausganglésung 35,7 34,7 34,8 
Nach 2 Tagen 35,65 34,3 34,2 
3 35,60 32,5 33,1 

35,60 29,0 31,4 

35,70 27,3 30,7 

35,70 25,2 28,4 

35,9 23,1 25,4 

36,0 23,5 22,2 

36,0 22,4 21,5 

36,3 21,0 20,5 


Die Wachstumsverhiltnisse sind die folgenden, nach: 
Vers.77a Vers. 78 Vers. 79 


{ Wachstum Spur stark stark 
2 Tagen \CO,-Entwicklung keine  deutlich schwach 
{ Wachstum Spur sehr stark stark 
\CO,-Entwicklung keine “a 
j Wachstum gering 
(CO,-Entwicklung keine 
{ Wachstum gering 
(\CO,-Entwicklung keine 
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214 Fr. Boas, H. Langkammerer und H. Leberle: 


Es ist nun noch der Inversionsverlauf zu skizzieren: 
Polarisation (200-mm-Rohr) 
Vers. 77a Vers. 78 Vers. 79 
Ausgangslésung + 6,40 + 12,48 + 12,88 
Drehung nach 2 Tagen + 4,92 + 12,18 + 12,16 
Eo 42,12 + 10,52 +11,18 
ae — 0,20 + 7,18 + 9,84 
Oy — 1,48 + 6,08 + 9,14 
2 ,, — 2,20 2,18 + 1,32 
aa — 2,36 + 0,94 + 0,36 
Es wird also mit der Bierhefe (Versuch 77a) im Vergleich zur 
Weinhefe (Versuch 75) die Inversion viel schneller vollzogen. 
Aus Refraktion, Polari- 
sation und Saurebil- 
se * = dung ergibt sich, daB 
in der Mischung Mal- 
tose -Saccharose_ ein 
Anfangsstadium einer 
gewissen Hemmung 
durch die Saccharose 
zu erkennen ist, da 
aber nach einer gewis- 
sen Inkubationszeit die 
Garung sehr rasch und 
Unterhefe Weihen- stark einsetzt und den- 
— selben Wert wie bei 
der Maltose erreicht, 
wie aus der beigegebenen Saurebildungskurve ersichtlich ist. 
Gerade diese beiden Mischungsversuche lassen sehr deutlich die 
spezifische Zuckerwirkung, hier Saccharosewirkung, erkennen. 
Konnte aus den Bierhefeversuchen nicht mit Sicherheit ein 
EinfluB der Gew6hnung angenommen werden, so ist es mdglich, 
aus der langsamen Girung der Maltose mit Weinhefe einen Ge- 
wohnungseinflu8 neben der Zuckerwirkung zu erkennen. Denn 
die Weinhefe kam nie mit Maltose und Saccharose in Berithrung 
bis zu der Versuchsanstellung. Infolgedessen wird die Maltose 


38 
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Verlauf der Refraktion. 
75 Saccharose Asparagin 
76 Maltose Asparagin Weinhefe Steinberg I 
77 Gleiche Teile von 75 u. 76 
Tia Saccharose Asparagin 
78 Maltose Asparagin 
7% Gleiche Teile von 77a u. 78 

Abb. 6. 


1) Ob die Inversion nicht zum gréBten Teile in Versuch 75 auf Kosten 
der (H') zu setzen ist, ist nicht weiter verfolgt worden. In diesem Falle 
wire hier der Einflu8 der Gewéhnung geradezu in idealer Weise erwiesen. 
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als bei der Bierhefe, die stets mit diesen Zuckern Beriihrung hatte. 
Es ist also hier neben der spezifischen Zuckerwirkung deutlich 
der EinfluB der Gewéhnung zu erkennen. 

Sehr deutlich treten 
dieeinzelnenbiochemischen % By 
Leistungen der beiden He- 
fen auf der graphischen 
Ubersicht der Abb. 6 her- 
vor. Namentlich der Ver- 
lauf des Zuckerverbrauches es RS 
der Zuckergemische ist sehr mand =—_ 
charakteristisch; in Ver- ; ne | a 
such 79 ist die anfangliche ee Eel 

Verlauf der Refraktion (R = Zuckerverbrauch) 
Hemmung durch Saccha- und der Inversion P (Polarisation) in Versuch 77a 
rose nur gering und geht baci tr — 
sogar rasch in eine erkenn- 
bare Foérderung des Girverlaufes iiber. In Versuch 77 dauert die 
anfangliche Saccharosewirkung linger. Der Nichtverbrauch der 
Saccharose ist in beiden dargestellten Fallen deutlich. 

Die Schnelligkeit der Saccharoseinversion durch Unterhefe 
Weihenstephan zeigt die Polarisationsabbildung 7. Zum Ver- 
gleiche ist nochmal mit die Refraktionskurve dargestellt. Garung 
tritt in der Versuchszeit nicht ein, der Zuckerverbrauch zu Assi- 
milationszwecken ist nicht feststellbar. 
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Versuche mit Galaktose. 


Aus den Versuchen 75—77 ist die Méglichkeit ge- 
geben, das langsame Wachstum und die langsame Inversion des 
Rohrzuckers als Folge des ungewohnten Substrates zu _be- 
trachten. Vielleicht kénnen im dhnlichen Sinne die folgenden 
Versuche mit Galaktose bis zu einem gewissen Grade gedeutet 
werden. 

Denn unter natiirlichen Bedingungen kommt die Versuchs- 
hefe Weihenstephan mit Galaktose nie in Beriihrung, auch die 
meisten sonstigen Hefen nicht. Wenn daher viele Hefen mit 
Galaktose nur maBig wachsen, so mag hier der fixierte Einflu8 
der Umgebung zum Ausdruck kommen, womit natiirlich andere 
Erklarungsgriinde nicht ausgeschlossen sind. 
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216 Fr. Boas, H. Langkammerer und H. Leberle: 


Es wurden mit Galaktose folgende Versuche durchgefihrt: 
Vers. 84: 5% Galaktose (Merk) 0,39 Chlorammon, 
0,25% KH,PO,, 0,159 MgSO,, 
o» (OB: 0,3% Asparagin wie Nihrsalz 
» 86: 0.39% Weins. Ammon] in Vers. 84 


Es wurden folgende Werte der aktuellen Saure erhalten: 
Vers. 84 Vers. 85 Vers. 86 
Ausgangslésung: py 4,62 4,78 5,13 
2 Tage 4,54 4,85 5,12 
3 4,08 4,40 4,88 
4 3,80 4,23 4,71 
9 3,22 4,15 4,55 
12 3,02 4,16 4,53 
15 3,07 4,09 4,18 


Die Werte der Refraktion folgen in der nichsten Ubersicht: 


Ausgangslésung 35,9 35,56 35,55 
Refraktion nach 2 Tagen 35,9 35,6 35,3 
3 35,6 34,9 35,0 

35,1 34,9 34,2 

{ i 33,3 _ 33,2 

: 31,3 34,3 31,4 

ae | 30,4 34,2 29,0 


Aus diesen wenigen Angaben ist ersichtlich, da Galaktose 
sehr langsam verarbeitet wird, immerhin ganz betrichtlich besser 
als Saccharose, wenn wir nur Versuch 77a (Saccharose-Asparagin) 
als Vergleichsversuch heranziehen. Mit Asparagin bleibt die 
Wachstumstatigkeit und die Saurebildung vom 5. Tage an an- 
nahernd konstant, wahrend sowohl mit Chlorammon wie mit 
weinsteinsaurem Ammon Wachstum und Saurebildung langsam 
zunehmen, wie sowohl aus den Werten der aktuellen Saure wie 
aus der Refraktionstabelle zu ersehen ist. Das Gesamtverhalten 
der Galaktose ist vom Standpunkte der Gewéhnungstheorie zu 
verstehen. Inwieweit eine spezifische Zuckerwirkung hier vor- 
liegen kénnte, wurde nicht in den Bereich der Untersuchung ge- 
zogen. Jedenfalls ist sehr auffallend, daB mit Galaktose Asparagin 
(Versuch 85) ein durchaus deutliches Resultat, soweit Wachstum, 
Garung und Saurebildung in Betracht kommt, erhalten wurde, 
wahrend mit Saccharose Asparagin (Versuch 77 a) nur geringe Saure- 
bildung, keine Gairung und kein Zuckerverbrauch festgestellt 
werden konnte. Aus all diesen Angaben ist ersichtlich, daB in 
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keinem Falle mit einer Erklirung allein ein Fortschritt erzielt 
werden kann; neben spezifischer Zuckerwirkung darf die Még- 
lichkeit der Gewéhnung nicht auBer acht gelassen werden; auf 
den Einflu8 der Reaktion und der Konzentration wurde eingangs 
schon hingewiesen. Man wird also wohl vier Gesichtspunkten 
nebeneinander abschitzen und verwerten miissen, um aus den 
vielen Widerspriichen der Literatur herauszukommen. Das Ver- 
halten der 3 Zucker Maltose, Galaktose, Saccharose mit Asparagin 
als Stickstoffquelle ist in 3 
Abb. 8 dargestellt und 
sehr instruktiv. 
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In den _bisherigen 
Versuchen wurde festge- 
stellt, daB unter den ge- 
wihlten Bedingungen die 
Unterhefe Weihenstephan 
mit Chlorammon als Stick- 
stoffquelle in einer Mal- 
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toselésung ein py von 2,55 1 aay Hage) Sie ae 
: : RE FE a ae 
erreichen kann. Damit —> Zeit in Tagen 


ist aber noch lange nicht Aus der Refraktionskurve ist der langsame Zucker- 


verbrauch bei Anwendung von Galatose gegeniiber 
der durch Wachstum ent- Maltose sehr deutlich, der Nichtverbrauch von Sac- 


stehende maximale er- charose in der Versuchszeit steht auBer Zweifel. 
; ; Verlauf der Refraktion. 
reichbare Siiuregrad fest- 77a Saccharose Asparagin. 78 Maltose Asparagin. 


gestellt. Hefe kann, wie . nae > ai 
der folgende Versuch be- 
weist, betrachtlich héhere aktuelle Siuregrade erreichen und ohne 
Schaden giren. Fiir die Feststellung dieser maximalen Siuregrade 
wurden Heidelbeersiifte mit gleichen Teilen einer 30 proz. wiB- 
rigen Rohrzuckerlésung versetzt, so daB der Gesamtrohrzucker- 
gehalt 15% betrug. Da diese Safte sehr stickstoffarm sind, 
wurden sie mit so viel Stickstoff versetzt, daB folgende Kon- 
zentrationen erhalten wurden: 
Vers. 80: gezuckerter Heidelbeersaft ohne Zusatz von Stickstoff, 
gs SEs - se +40 g NH,Cl im Hektoliter, 
82: i + 120 g NH,Cl ,, “ 
» Sar sd mA + Asparagin = 120 g NH,Cl. 
Wachstum und Giarung zeigte nach 4 Tagen folgenden Verlauf: 
Vers. 80 Vers. 81—83 
Schwach Stark. 


Biochemische Zeitschrift Band 105. 
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Der Verlauf der Bildung der aktuellen Saiure war folgender: 
Vers. 80 Vers.81 Vers.82 Vers. 83 
py (Ausgangslésung): ca. 3,00 3,00 3,00 3,00 
nach 2 Tagen 2,55 2,18 1,85 2,71 
ace gee 2,47 2,50 2,16 2,63 
io ak 2,65 2,62 2,28 2,92 
Es wird also hier ein py von 1,85 mit Chlorammon als Stick- 
stoffquelle erreicht, eine fiir Hefe jedenfalls betrachtliche Wasser- 
stoffionenkonzentration. Mit Asparagin ist der Séuregrad natur- 
gemaB geringer, merkwiirdigerweise sogar niedriger als ohne 
Stickstoffzugabe. Auffallend ist in allen 4 Fallen die rasche Ab- 
nahme der Wasserstoffionenkonzentration nach erreichtem Saure- 
maximum. 


Zusammenfassung der wichtigsten Resultate. 


Die einzelnen Zucker scheinen in verschiedenem Mae auf 
die Plasmamembran einzuwirken, derart, daB im Sinne abnehmen- 
der Brauchbarkeit der Zucker fiir Hefe folgende Reihe entsteht: 


Maltose — Dextrose — Laivulose — Saccharose. 


Diese Wirkung ist bei vielen Hefen bei Maltose gleich Null, bei 
Saccharose sehr groB. Diese spezifische Zuckerwirkung kann 
durch Gewéhnung mehr oder weniger veriindert werden, doch 
ist sie im Prinzip immer wieder zu erkennen!). Ebenso scheinen 
nach den Arbeiten anderer Autoren die Anderung der Reaktion 
und der Konzentration der Stickstoffquellen geringfiigige Ver- 
schiebungen dieser Zuckerreihe zu bewirken. 

Saccharose wird in der angewendeten sauren Lésung wohl 
invertiert, aber nicht oder nur sehr langsam vergoren (33 Tage 
Versuchszeit). Die Art der Stickstoffquelle, ob Aminosiure oder 
Ammonsalz, ist in der mineralischen saueren Lésung ohne nennens- 
werten Einflu8. Bei Verwendung von Maltose verschwinden alle 
ungiinstigen Wirkungen; hier wirkt Chlorammon sogar etwas 
besser auf Wachstum und Girung ein als Asparagin. 

Der bei der Girung nach vorausgegangenem Wachstum 
erreichte maximale Siuregrad betrug in einer Maltose-Chlor- 


1) Diese Reihe gilt auch in der Umkehrung, so daB z. B. eine Hefe die 
Saccharose hervorragend vergiirt sinngemiB Maltose nicht oder schlecht 
vergirt, wie z. B. eine jiingst von Will beschriebene Torula (Zeitschr. f. 
ges. Brauwesen 1920). 
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ammonlésung py 2,55. In einem mit Rohrzucker und Chlor- 
ammon versetzten Heidelbeersaft wurde bei lebhafter Girung 
und normalem Wachstum ohne Schadigung der Hefe ein pg von 
1,85 erreicht?). 

1) Nach AbschluB dieser Arbeit (November 1919) erschien eine Mittei- 
lung von Euler und Heintze (Zeitschr. f. physiol. Chemie 108, 168 ff. 
1919), in der angegeben wird, daB die verwendete Hefe noch bei py, 1,50 
wachsen und giren kann. 








Quantitative Bestimmung des Ammoniak im Urin, in 
serdsen Fliissigkeiten und in der Verbrennungsfliissigkeit 
der Kjeldhalbestimmung. 


Von 
Arnold Hahn und Elisabeth Kootz. 


(Aus der inneren Abteilung des Krankenhauses der Jiidischen Gemeinde in 


Berlin.) 
(Eingegangen am 4. Marz 1920.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wiewohl das Ammoniak ein steter und wichtiger Bestandteil 
der KG6rperfliissigkeiten ist, haben die bisher bekannten Methoden 
seiner quantitativen Bestimmung noch keineswegs jenen Grad 
von Sicherheit und Einfachheit erreicht, der das Kennzeichen 
einer oft und seit langem verwendeten Analyse ist. Die primitive, 
lang dauernde und sehr ungenaue Methode nach Schléssing 
wurde von dem einfacheren aber keineswegs einfachen Verfahren 
nach Kriiger- Reich- Schittenhelm abgelést, schlieBlich gab 
Folin seine Analysenmethode der Luftdurchleitung an. Der 
eine von uns selbst hat vor einigen Jahren die Methode nach 
Kriiger- Reich-Schittenhelm modifiziert und fir kleine 
Ammoniakmengen eine gewisse Zeitersparnis erzielt'). Bei 
gréBeren Ammoniakmengen wurde jedoch auch diese Methode 
ungenau?). 

Fir alle angefiihrten Methoden ist Folgendes charakteristisch : 

1. Das Ammoniak wird aus einer Flissigkeit ausgetrieben. 
Aber man kann nie mit Sicherheit den Zeitpunkt angeben, wann 
alles Ammoniak iibergegangen ist. Besonders bei dem Folinschen 
Verfahren muB oft stundenlang Luft durchgeleitet werden, ohne 


1) Med. Klin. 1913, Nr. 39. 
2) Ch. Schenitzky, diese Zeitschr. %6, 177. 
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daB ein Ende des Ammoniakiibertrittes mit Sicherheit konstatiert 
werden kann. 

2. Alle Methoden gehen von der Ansicht aus, daB der Harn- 
stoff durch Natriumcarbonat leicht zersetzt werden kann und 
ergreifen daher VorsichtsmaBregeln, welche die Analyse teils 
verzogern, teils ungenau machen. 

3. Alle Methoden gehen von der Ansicht aus, daB das Am- 
moniak in erhitztem Zustande von Sauren nicht vollkommen oder 
nicht schnell genug aufgenommen wird und komplizieren infolge 
dieser Annahme wiederum den Analysengang. 

Durch die weiter unten angefiihrten Versuche ergab sich die 
Grundlosigkeit der beiden Annahmen unter 2. und 3., und es wurde 
uns dadurch méglich, die Bestimmung des Ammoniaks so aus- 
zuarbeiten, daB sie im Urin und Serum in 5 Minuten erledigt 
werden kann. 


Uber den Einflu8 der Temperatur auf die Fliichtigkeit 
des Ammoniaks. 


Zu den folgenden Versuchen beniitzten wir das Verfahren 
nach Kriiger-Reich-Schittenhelm mit den von Hahn 
angegebenen Modifikationen: In einen Destillationskolben wurde 
eine Lésung von 0,040 g Ammoniak in Form von Ammoniumsulfat 
in 25 cem Wasser, 10 g Kochsalz, 1 g Natriumcarbonat und 30 2cm 
Alkohol (96%) gegeben. Auf dem Destillationsrohr des Kolbens 
befand sich ein von Hahn angegebener Eiskiihler, die Vorlage 


wurde mit "/,,-Saure beschickt und war ein einfacher, in Eis 
gestellter Kjeldhalkolben von 800 ccm Inhalt mit Zu- und Ab- 
leitungsrohr. Es wurde 5 Minuten bei vollflieBender Wasserstrahl- 


pumpe destilliert. Der Destillationskolben wurde in einem Wasser- 
bade erwirmt, das-jeweils die in der Tabelle I angefiihrten Tem- 
peraturen aufwies. 
Tabelle I. 
Verwendet NH,  Temperatur Gefunden 
0,040 70° 0,0358 
0,040 80° 0,0376 
0,040 86° 0,0388 
0,040 90° 0,0390 
0,040 100° 0,0398 
Aus der Tabelle I ist ersichtlich, wie mit Erhéhung der 
Temperatur die Ausbeute an Ammoniak zunimmt und wie be- 
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sonders die letzten, hartnickig zuriickgehaltenen Reste bei 
héheren Temperaturen vollstindig iibergehen. Da bei einem 
bestimmten Drucke das Filiissigkeitsgemisch stets bei gleicher 
Temperatur siedet, scheint die erzielte Wirkung vor allem von 
der Intensitat des Kochens abzuhingen. Dies veranlaBte uns, 
vom Wasserbade abzusehen und auf dem Drahtnetze direkt mit 
freier Flamme zu erhitzen. 


Tabelle II. 


Verwendet NH, Temperatur Gefunden 
0,040 kleine Flamme 0,0374 
0,040 starke Flamme 0,0400 


Es ergab sich also die Tatsache, daB es erst beim Erhitzen 
mit starker, freier Flamme méglich ist, das Ammoniak in 5 Minuten 
bei den gegebenen Versuchsbedingungen quantitativ wieder- 
zugewinnen. 


Uber die Hitzebestiindigkeit des Harnstoffs in alkalischer Lésung. 


Die niachsten Versuche sollten Klarheit schaffen, ob der 
Harnstoff unter den angewandten Bedingungen der quantitativen 
Ammoniakausbeute nicht zersetzt wird. Zu diesem Zwecke wurde 
der Destillationsflissigkeit 2 g Harnstoff zugesetzt und die Destil- 
lation bei freier Flamme vorgenommen. Die Héchsttemperatur 
der im Vakuum siedenden Flissigkeit betrug 75°. Zwei Versuche 
ergaben folgendes iibereinstimmendes Resultat: 


Verwendet NH, Temperatur Gefunden 
+ 


0,040 + 2¢U starke Flamme 0,040 


In einem zweiten Versuche wurde das Natriumcarbonat durch 
33 proz. Natronlauge ersetzt, um auch die Wirkung eines starken 
Alkalis kennenzulernen. 


Tabelle III. 

Verwendet NH, Temperatur NaOH Gefunden 
0,040 + 1g U starke Flamme lcem 0,0396 
0,040 + lg U rs res 0,0398 
itbdat ~ gs % 0,0448 


Der Harnstoff erwies sich also bei den gegebenen Bedingungen, 
d. h. bei 5 Minuten langem Erhitzen auf 70—75° im Vakuum 
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gegen 1g Natriumcarbonat und 1 ccm 33 proz. Natronlauge als 


hitzebestandig; erst bei 5 ccm Natronlauge tritt eine kleine Zer- 
setzung ein’). 


Uber die Absorbierbarkeit heiSer Ammoniakdimpfe im Vakuum 
durch vorgelegte Siure. 


Wie bereits oben erwihnt, wird die Fliichtigkeit des Am- 
moniaks iiber- bzw. die Absorptionsfahigkeit der vorgelegten 
Saure bisher unterschitzt. Darum wird stets auf Kihlung des 
Destillationsrohres und der Vorlage groBer Wert gelegt, die Vor- 
lage selbst vielfach in der Form der unhandlichen Poligotréhre 
verwendet, um den Weg der Ammoniakdimpfe durch die Saure 
zu verlangern. Ich erinnere auch an das Bangsche Mikroverfahren, 
bei dem ein besonderer Kiihler aus Silberrohr mit Kupfermantel 
beschrieben wird. Folgende Tabelle zeigt, daB selbst bei der 
Vakuumdestillation und beim Erhitzen mit starker, freier Flamme 
jede Kihlung iiberfliissig ist. 


Tabelle IV. 


Verwendet NH, Temperatur Kihlung Gefunden 
0,040 starke, freie Flamme ohne Eiskiihler 0,040 
0,040 ‘a ” as ohne Eiskiihler 

und ohne ge- 
- kiihlte Vorlage 0,0399 
0,040+2gU ,, ” ” dasselbe 0,0400 


Bei einem weiteren Versuche wurde absichtlich weniger Saure 
vorgelegt, als zur Absorption des entstehenden Ammoniaks nétig 
gewesen wire. Es wurde verwendet 0,080 g NH,, entsprechend 
47,06 ccm "/,,-Saure; vorgelegt wurden jedoch nur 30 cem Saure, 
entsprechend 0,051 g NH,. Absorbiert wurden 0,066g NH. 
Es wurden also von der heiSen, neutralen Fliissigkeit trotz des 
Vakuums noch um 0,015 g NH, mehr zuriickgehalten, als der 
vorgelegten Saure entsprach. Damit ist hinreichend nachgewiesen, 
daB jede Kiihlung iberfliissig ist. 

SchlieBlich wurde noch festgestellt, daB die Zugabe von 
Kochsalz fiir den Gang der Analyse ohne jede Bedeutung ist. Es 
ergab sich, da8 das Ammoniak ohne Kochsalz unter den ge- 


1) Vgl. Wurster, Zentralbl. f. Physiol. 1887, 8. 486, der bereits an- 
gibt, daB8 Harnstoff im Vakuum bei 50° mit Barythydrat ohne Zersetzung 
eingedampft werden kann. 
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gebenen Bedingungen ebenso schnell und vollstandig iibergetrieben 
werden kann, wie mit Kochsalz. 

Die Leistungsfahigkeit der 5-Minuten-Destillation ergibt sich 
aus folgenden Versuchen: 


Tabelle V. 


Verwendet NH, Gefunden 
0,080 0,0796 
0,100 0,0998 
0,1200 0,1132 


Aus diesen Zahlen ergibt sich, daB die 5-Minuten-Destillation 
bei der Analyse aller Kérperfliissigkeiten verwendet werden kann. 
Auf Grund obiger Versuche haben wir nun die quantitative 
Bestimmung des Ammoniaks fiir physiologische Zwecke aus- 


gearbeitet. 
A. Eiweiffreier Urin. 


In einen Destillationskolben von etwa 500 ccm Inhalt gibt man 25 ccm 
Urin, 30ccem Alkohol (96%) und einige Kérnchen Bimsstein. Mittels 
eines kurzen Schlauchstiickchens verbindet man das Destillationsrohr 
des Kolbens mit einem Einleitungsrohre, das durch die eine (ffnung eines 
doppelt durchbohrten Gummistopfens auf den Grund eines Kjeldahlkolbens 
von 800 ccm Inhalt reicht. Durch die zweite Bohrung des Stopfens fiihrt 
man ein gebogenes Rohrstiick, dessen eines Ende gleich unterhalb des 

Stopfens endet, dessen anderes 

Ende durch einen Schlauch 

Vakuum mit einer Wasserstrahlpumpe 
™  yerbunden ist. Der Kjeldhal- 
kolben wird mit 10 ccm "/,9 

Salz- oder Schwefelsiure und 

30 com Wasser beschickt. 

Nach Zusammenstellung des 

em Apparates, die in kiirzester 
Zeit geschehen ist, fiigt man 
zum Urin 1 g Natriumcarbo- 
nat in Substanz, am besten durch einen weiten Trichter mit langem Rohre, 
damit. nichts an den Wandungen des Destillationskolbens haftenbleibt, 
verschlieSt Bodann den Kolben mit einem Gummistopfen und laBt die 
Wasserstrahlpumpe laufen. Unter das Drahtnetz, auf dem der Destillations- 
kolben steht, stellt man einen starken Brenner mit kriaftiger Flamme. Nach 
5 Minuten, gerechnet von dem Zeitpunkte, da man den Brenner unter den 
Kolben gestellt hat, unterbricht man durch Liésen der Verbindung des 
kurzen Schlauchstiickes zwischen Kolben und Vorlage die Destillation, 
spilt das Einleitungsrohr mit Wasser innen und auBen sorgfaltig ab, kiihlt 
die Vorlage unter flieBendem Wasser, setzt 6 Tropfen einer 1 proz. Lésung 


Schlauc 




















Abb. 1. 
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von alizarinsulfosaurem Natrium hinzu und titriert mit ®/,)-Lauge. Die 
Differenz zwischen Siiure und Lauge mit 1,7 mg multipliziert ergibt die 
Menge NH, in 25cem Urin. 

Um die in den Versuchen mit reinem Ammoniumsulfat in wisseriger 
Lésung ermittelten Befunde auf ihre Stichhaltigkeit bei Verwendung von 
Urin zu priifen, wurden folgende Versuche angestellt: Ein Urin verbrauchte 
bei einer Doppelbestimmung nach oben beschriebener Methode: 


1. 2,45 ccm ®/,9-Siure, 
2. 2,50 ceom "/,9-Siiure. 


Zu dem Destillationsriickstand des Urins der zweiten Bestimmung 
wurden 10 ccm Wasser zugefiigt und die 5-Minuten-Destillation nach Zu- 
gabe von Alkohol noch einmal wiederholt. Verbrauch an vorgelegter Siure: 
0,02 cem. Der nunmehr erhaltene Destillationsriickstand wurde wiederum 
mit 10ccm Wasser aufgefiillt und ihm 10 ccm®/,)-Ammoniumsulfat zugesetzt 
und neuerlich nach Zusatz von Alkohol die Destillation ausgefiihrt. Ver- 
brauch an Séure: 10,00 ccm. Hieraus folgt, daB 1. schon nach der De- 
stillation von 5 Minuten alles Ammoniak innerhalb der Fehlergrenzen aus- 
getrieben war; 2. daB sich selbst bei dreimaliger Destillation desselben Urins 
kein Harnstoff zersetzt. Die 25cem Urin enthielten, wie eine Analyse 
ergab, 0,315 g Harnstoff, entsprechend 0,178 g NH, entsprechend etwa 
105 ccm ®/,9-Saure. 

Dieselben Resultate erhielten wir bei Zugabe von 1 ccm 33 proz. 
Natronlauge. Eine neuerliche Destillation des Destillationsriickstandes 


ergab 0,00 com Verbrauch an Saure. Die gefundenen Werte stimmten mit 
denen der Bestimmung mit Natriumcarbonat genau iiberein. 


B. EiweiShaltiger Urin. 


EiweiBhaltige Urine miissen aus zwei Griinden vor der Destillation 
enteiweift werden; erstens macht das starke Schiumen die Destillation 
unméglich, zweitens wird Ammoniak von eiweiBhaltigen Lésungen sehr 
stark retiniert. Wir verfahren folgendermafen: 

25 ccm Urin werden in einen 50 ccm MefSkolben eingebracht, dazu 
gibt man etwa 10ccm Wasser und hierauf 10, bei stark eiweiShaltigen 
Urinen 15 ccm Phosphorsiure-Wolframatmischung, fiillt bis zur Marke 
auf und filtriert. 25 ccm des Filtrates werden dann, wie sub. A behandelt, 
nur gibt man diesmal 2 g Natriumcarbonat hinzu. Die gefundenen NH;- 
Zahlen beziehen sich dann auf 12,5 ccm Urin. 

Die Phosphorsdure-Wolframatmischung stellen wir her, indem wir 
45 g Natrium-Wolframat (am besten von Merck) in 900 ccm Wasser auf- 
lésen, dazu 37 ccm der gebriuchlichen konz. Phosphorsiure (etwa 84%) 
hinzusetzen und dann auf 1000 auffiillen. Ein UberschuB dieser Mischung 
lést im Gegensatz zu Literaturangaben iiber Phosphor-Wolframsaure 
Eiwei8 nicht auf; Ammoniak und Harnsiure werden in der gebrauchten 
Verdiinnung davon nicht gefillt. 

Eiwei8freie, jedoch schiumende Urine sind wie eiweiShaltige zu be- 
handeln. ; 
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C. Blutserum. 


Die Bestimmung des Ammoniaks im Serum ist wegen der geringen, im 
Blute vorkommenden Ammoniakmengen selbst bei Verwendung von 10 ccm 
Serum eine Mikrobestimmung. Die Hauptschwierigkeit bildet die Titra- 
tion der alkoholischen ®/,9)-Sdéure. Durch Verwendung des weiter unten 
angegebenen Indicators wurde sie iiberwunden. 

Ausfiihrung: 10 ccm Serum werden in einen MeBkolben von 50 ccm 
eingebracht, hierauf gibt man etwa 15 ccm Wasser hinzu, dann unter Um- 
schiitteln 15 ccm der bei eiweiBhaltigem Urin angegebenen Phosphorsiure- 
Wolframatmischung und fiillt mit Wasser zur Marke auf. Von dem Fil- 
trate verwendet man zur Ammoniakbestimmung 25 ccm, entsprechend 
5ecm Serum. Der Gang der Operation entspricht dann dem bei Urin an- 
gegebenen, nur legt man in diesem Falle ®/,))-Siiure vor. 

Die Schwierigkeiten der Alkalimetrie bei Verwendung von "/,99- 
Titrierfliissigkeiten sind bekannt. Das Zuriickpendeln der Farben in der 
Nahe des Neutralisationspunktes scheint eine exakte Bestimmung unmdg- 
lich zu machen. Gewdhnlich wird diese Erscheinung auf die elektrolytische 
Dissoziation zuriickgefiihrt. Bei unseren Versuchen hat sich jedoch er- 
geben, daB man mit einem Indicator der weiter unten angegebenen Zu- 
sammensetzung einen scharfen Umschlag erzielen kann und daB bei Far- 
benschwankungen, die etwa dabei auftreten sollten, immer kleine, in der 
Flissigkeit vorhandene CO,-Mengen die Ursache sind. Mit CO,-freien 
Flissigkeiten und in Riumen, in denen mit CO, nicht gearbeitet wurde, 
gelang es uns immer miihelos, einen scharfen Farbenumschlag zu 
erzielen. 

Bereitung des Indicators: 1g alizarinsulfosaures Natrium wird in 
100 com Wasser aufgekocht und in heiBem Zustande in eine braune, gut- 
schlieBende Vorratsflasche filtriert. 

0,05 g Methylenblau werden in 100 ccm Wasser aufgekocht und in 
heiBem Zustande in eine zweite braune, gutschlieBende Vorratsflasche fil- 
triert. 

Diese beiden Lésungen im Verhiltnis von | alizarinsulfosaures Na- 
trium zu 2 Methylenblau zur Titrationsfliissigkeit zugesetzt, geben einen 
klaren Umschlag von Griinbraun in Violett. 

In unserem Falle setzen wir der gekiihlten Siure 0,25 ccm alizarin- 
sulfosaures Natrium und 0,5 ccm Methylenblau zu und titrieren mit "/;9- 
NaOH. Es ist darauf zu sehen, daB die "/,99-Lauge CO,-frei ist. Die Flasche 
darf nicht iiberfliissig lange offen stehen, besonders wenn sie nicht mehr 
vollgefiillt Tet. 

Wie bereits oben erwihnt, ist dieses Verfahren selbst bei Verwendung 
von 10 ccm Serum ein Mikroverfahren, die Resultate schwanken um 1 ccm 
verbrauchter "/,99-Séure. Die Zuverliissigkeit der Methode wurde in der 
Weise gepriift, daB man 10 ccm eines bestimmten Serums erst fiir sich auf 
Ammoniak untersuchte und dann zu anderen 10 ccm desselben Serums 
2 ccm ®/,99-Ammoniumsulfat zusetzte und hierauf ebenfalls den Ammoniak- 
gehalt bestimmte. 
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Es wurden verbraucht bei: 

1. 0,72 com ®/,99-Saure, 
2. 2,73 com "/,99-Saure. 

Es ergab 1 — 2 = 2,01 ccm "/,99-Saéure gegen berechnet: 2,00 ccm. 

Nun war noch mit der Méglichkeit zu rechnen, da das Verfahren woh! 
imstande sei, Mikromengen Ammoniak aus dem enteiweiBten Blute auszu- 
treiben, da8 jedoch immerhin dieser Fiihigkeit eine Grenze bei einem ge- 
wissen Verhiltnis zwischen Fliissigkeitsmenge und schlieBlich zuriick- 
bleibendem Ammoniak gesetzt sei. Das heiBt, daB bei jeder Destillation 
bei Verwendung von 25ccm Filiissigkeit eine konstante, nicht austreib- 
bare Mikromenge Ammoniak zuriickbleibt. Folgender Versuch muBte 
Klarheit schaffen. Es wurde einmal in 5 ccm eines Serums das Ammoniak 
bestimmt, das andere Mal in 10ccm desselben Serums. Ware die oben 
in Erwagung gezogene Erscheinung vorhanden; so miiBte bei Bestimmung 
1 und 2 dieselbe Mikromenge Ammoniak zuriickbleiben, da mit denselben 
Fliissigkeitsmengen gearbeitet wurde. Die gefundenen Ammoniakmengen 
diirften sich also verhalten wie (M — a): (2M —a). Die Bestimmung 2 
miiBte also nicht das Doppelte der Bestimmung 1 sein. Es wurde jedoch 
gefunden, da§ 2 genau das Doppelte von 1 war. Es geht also bei der De- 
stillation alles Ammoniak iiber. 

Da es keine Standartmethode fiir Ammoniak gibt, haben wir darauf 
verzichtet, unsere Methode mit friiheren zu vergleichen, wir haben viel- 
mehr durch direkte Experimente den Beweis der Zuverlissigkeit zu er- 
bringen versucht. 


Ammoniakbestimmung beim Kjeldhalverfahren. 


In diesem Falle braucht keine Riicksicht auf den Harnstoff genom- 
men zu werden. Man kann also ohne Vakuum und unter Verwendung gréBerer 
Alkalimengen destillieren. Nach den gebriiuchlichen Vorschriften wird zur 
Kjeldhalbestimmung zu viel Substanz verwen- 
det. Fiir Urin und Serum geniigt immer die 
Verwendung von 1 ccm, und auch bei der Rest- 
stickstoffbestimmung kommt man mit 1 ccm 
Serum zu vollkommen genauen Resultaten. Im 
ersteren Falle (Makroverfahren) verwenden wir 
zur Verbrennung lccm, héchstens 2 ccm Schwefel- 
siiure in letzterem (Mikroverfahren) immer 1 ccm 
Schwefelsiure. Die Verbrennung fiihren wir in 
Kjeldhalkolben von 200 ccm Inhalt aus. Nach 
beendigter Verbrennung setzen wir der Fliissig- 
keit 10 com Wasser (bei Verwendung von 2 ccm 
Schwefelsiure — 5 ccm Wasser) zu, kiihlen unter flieBendem Wasser ab, 
lassen dann 25 ccm Alkohol so zuflieBen, daB die Wandungen des Kolbens 
abgespiilt werden und verbinden nach Einbringen eines Siedesteinchens den 
Kolben mit der einfachen Apparatur, die aus der Abbildung ersichtlich 
ist. Dann setzen wir vorsichtig, ohne die Fliissigkeit aufzuriihren, 
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5cem 33 proz. Natronlauge (wurden 2 ccm Verbrennungssiure verwendet 
ccm Lauge)10 hinzu. Als Vorlage verwenden wir einen offenen Kjeldhal- 
kolben von 200 ccm Inhalt, der mit 10ccm ®/,9-Siure beim Makro-, mit 
10 ccm ®/,99-Saéure beim Mikroverfahren beschickt ist. Die Destillation wird 
ohne Vakuum ausgefiihrt. Die Fliissigkeit siedet, wenn die Natronlauge 
ohne Umschiitteln zugesetzt wurde, ganz ruhig, erst nach 4—5 Minuten 
tritt StoBen ein. Beim Auftreten des ersten starken StoBens unterbricht 
man die Destillation, sie ist dann beendet. Ein Kochen des iibergegangenen 
Alkohols in der Vorlage ist ohne schidigenden Einflu8 auf das Analysen- 
resultat. Die Titration wird nach Abkihlung mit ®/,;9-(Makro-) oder ®/;99- 
(Mikro-) Natronlauge unter Verwendung der oben angegebenen Indicatoren 
ausgefiihrt. 





Untersuchungen iiber die Oberflachenspannung des Urins 
und ihre Anwendung auf die klinische Pathologie. 


Von 
W. Schemensky. 


(Aus dem Institut fiir Kolloidforschung zu Frankfurt a. M. und der Medi- 
zinischen Universitatsklinik Frankfurt a. M.). 


(Eingegangen am 9. Marz 1920.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Lichtwitz') kam auf Grund kolloidchemischer Urinuntersuchungen 
und -befunde zu der Ansicht, daB die kolloidalen Stoffe des Harns als das 
Material aufzufassen sind, an dem sich in den Zellen die Konzentrations- 
und Sekretionsprozesse abgespielt haben. Er fand bei seinen Versuchen 
die Kolloidmenge des Harns parallelgehend mit seiner molaren Konzen- 
tration und duBert die Anschauung, daB die einzelnen Nierenzellen ver- 
schiedene Kolloide enthielten, die jedes einzelne Affinitaét nur zu einem be- 
stimmten Sekretionsstoff hitte. Die aus kolloidalem Zellinhalt, dem Zell- 
protoplasma (SOL), durch Ubergang in festere Phase (GEL) gebildeten 
Granula werden nach Ansicht von Licht witz, wie mikroskopische Betrach- 
tung ergibt, in toto, mit Sekretionsstoffen beladen, in das Kanalsystem ab- 
gegeben. Wie diese Wanderung zustande kommt, vermag er nicht zu sagen, 
er denkt dabei an Oberflichenkrifte. Mit Recht betont Volhard?), daB 
nach dieser Vorstellung sogar eine partielle Erschépfung der Nierenzellen 
denkbar wire, dergestalt, da8 eine Verarmung an einem nur fiir eine Teil- 
funktion eingerichteten Kolloid bzw. seine Zustandsinderung zu einer 
partiellen Stérung der Ausscheidungs- oder Konzentrationsfahigkeit fiir 
bestimmte Stoffe, z. B. Harnstoff, Kochsalz usw. fiihren kénnte. Und noch 
ein weiteres ergibt sich aus den Lichtwitzschen Vorstellungen. Mit den 
Sekretionsstoffen gehen, wie er annimmt, Zellbestandteile kolloider Natur 
in den Harn iiber, die kolloidalen, auch im normalen Harn vorhandenen 
Stoffe kénnen mit diesem Sekretionsproze8 zusammenhingen, und es ist 
vorstellbar, daS sich mit drtlichen Verinderungen der secernierenden 
Nierenzellen oder auch mit oberhalb der Niere liegenden Anderungen im 
Stoffwechsel Kolloidmenge und -art im Harn dndern. 


Mit Riicksichtnahme auf diese Vorstellungen legten wir 


uns die Frage vor, ob es méglich wire, durch eine Methode, die 
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als feines Reagens auf kolloide Stoffe gelten konnte, im mensch- 
lichen Urin Verianderungen festzustellen, die uns vielleicht dia- 
gnostisch wertvolle Stérungen aufdecken lieBen. Wir wiahblten 
dazu die Bestimmung der Oberflichenspannung, die ja im wei- 
testen Umfang durch Kolloide beeinfluBbar ist. 

Bei der Wahl unter den zahlreichen Methoden zur Bestim- 
mung der Oberflichenspannung muf8ten wir eine solche heran- 
ziehen, die bei geniigender Genauigkeit leicht und rasch ausfihr- 
bar war; ferner muBte man sich von ihr versprechen, daB mit 
Xiicksicht auf eventuelle Verwendung in der Klinik auch weniger 
geiibte Untersucher sich leicht in sie einarbeiten kénnen. Unter 
diesen Methoden schien uns am geeignetsten die mit dem von 


J. Traube angegebenen Stalagmometer, auf das wir nachher noch 


zurickkommen werden. Bei der Benutzung desselben waren 
wir uns bewuBt, daB es sich dabei nicht um eine exakte Methode 
handelt, unser Ziel war jedoch nur, klinisch verwertbare Resul- 
tate zu bekommen, nicht quantitativ genaue Messungen vor- 
zunehmen. 

Traubes®*) mit dem gleichen Apparat vorgenommenen Untersuchungen 
liegen in anderer Richtung als die unseren, er studierte mit Hilfe seiner 
Methode die Resorptionsvorgiinge im Kérper. Was uns an seinen Arbeiten 
interessiert, ist die Untersuchung normaler und pathologischer Urine. 
Untersuchungen in aéhnlicher Art und Anordnung wie J. Traube hat auch 
Bickel‘) angestellt, der zu ahnlichen Resultaten wie Traube kommt. 
Auch Boglia®) beschaftigt sich mit Oberflichenspannungsuntersuchungen 
in ihrer Beziehung zur Resorption, jedoch nahm er ebenso wie Térik®) 
zu diesen Untersuchungen kiinstlich hergestellte Fliissigkeiten. 

Auf Einzelheiten dieser Arbeiten wollen wir nicht eingehen, sie bewe- 
gen sich alle in anderer Richtung als unsere Untersuchungen; wir haben sie 
andererseits jedoch erwihnt, weil die physiologisches und pathologisches 
Geschehen im Kérper mit der gleichen Methode untersucht haben, wie 
wir sie bei anderer Fragestellung anwandten. 

Bei unsern Versuchen hielten wir es zunachst einmal fiir 1.ot- 
wendig, eine Methode auszuarbeiten, die einen Vergleich der 
einzelnen Oberflichenspannungsbestimmungen, d. h. Tropfen- 
zahlen untereinander erméglicht. Der Harn ist diejenige Kérper- 
fliissigkeit, die in ihrer Zusammensetzung den gré8ten Schwan- 
kungen unterworfen ist. Der Siuregrad jedes Harns ist ein ver- 
schiedener; ferner ist die Menge der gelésten Substanzen, die 
molare Konzentration, sehr wechselnd, und da, wie Lichtwitz 
fand, molare Konzentration und Kolloidmenge im Harn parallel 
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gehen, die Kolloide aber als oberflichenaktive Stoffe die Ober- 
flichenspannung beeinflussen, so ist es klar, daB alle diese Fehler- 
quellen bei unbehandelten gewéhnlichen Urinen nicht beseitigt 
und daher die an ihnen mit dem Stalagmometer gefundenen 
Resultate untereinander nicht vergleichbar sind. Um diese Fehler 
zu vermeiden, ist deshalb bei Versuchen an Urinen das spezifische 
Gewicht zu beriicksichtigen, es wird am besten stets auf gleiche 
Hohe gebracht, und ferner sind die Urine bei stets der gleichen 
Ionenkonzentration untersucht worden. Auf diese Fehlerquellen 
ist bei den stalagmometrischen Urinuntersuchungen, soweit wir 
uns in der Literatur davon iiberzeugen konnten, ‘nicht geachtet 
worden und sind deshalb die betreffenden Resultate nicht ohne 
weiteres verwertbar. 
Methodik. 


1. Stalagmometer. 

Wir bedienten uns wie schon erwihnt des J. Traubeschen Stalag- 
mometers, anfangs in seiner urspriinglich etwas primitiven Form, spiiter 
in einer von mir verbesserten Anordnung. Fiir die, die mit der Methode 
nicht vertraut sind, sei erwahnt, 
daB es sich um ein Instrument 
handelt, bei welchem man ein 
bestimmtes Fliissigkeitsvolumen 
abtropfen liBt. Je gréBer die 
Oberflichenspannung, desto grés- 
cer der einzelne Tropfen, desto 
geringer die Zahl der Tropfen, 
in die sich das gleiche Fliissig- 
keitsvolum zerteilt. Man kann 
also aus der Zahl der Tropfen 
die Oberflichenspannung berech- 
nen oder bei Verwendung stets 
des gleichen Instrumentes direkt 
die Tropfenzahl untereinander in 
Beziehung bringen. 

Bei lingeren Versuchsreihen 
empfindet man das Ansaugen 
und Ausblasen des Instrumentes 
mit dem Munde als sehr lastig 
und anstrengend, auch die Re- 
gulierung der Tropfenzahl, die 20 Tropfen pro Minute nicht tibersteigen 
soll, war selbst mit Klemmschraube, die an kleinen Gummiansatz 
am oberen Ende angebracht war, nicht médglich. Mir kam es darauf 
an, selbsttatiges Fiillen und Entleeren des Apparates zu erméglichen, 
ferner eine Regulationsvorrichtung fiir die Tropfengeschwindigkeit zu 
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schaffen (s. Abb.). Ersteres erreichte ich damit, daB ich seitlich, durch 
Gummischlauch mit dem Stalagmometer verbunden, ein U-férmiges Rohr 
mit kugeligen Erweiterungen in jedem Schenkel anbrachte (A), so da8 
das Volum der kugeligen Erweiterung, jederscits etwas groBer ist als das 
Volumen des Stalagmometers. Das U-férmige Rohr wird beiderseits bis 
zur Hilfte mit Quecksilber gefiillt und durch Zurseitekippen wird ein 
Ansaugen bei Fiillen des Apparates infolge geschaffenen luftverdiinnten 
Raumes erreicht bzw. ein Druck durch die Quecksilbersiiule zur Entleerung 
des Apparates. Die Regulierung der Tropfgeschwindigkeit erfolgt dadurch, 
daB in dem Behilter B, der zur Halfte mit Paraffin, liquid. gefiillt und 
durch Schlauch mit dem Stalagmometer verbunden ist, eine Pipette mit 
fast capillarer Spitze taucht. Durch mehr oder weniger tiefes Einsénken 
der Pipette in die Fliissigkeit wird der Widerstand, der der driickenden 
Luftsiule entgegengesetzt wird, vermehrt oder vermindert, und dies hat 
Vermehrung oder Verminderung der Tropfenzahl zur Folge. 

Am Stalagmometer selbst ist ferner noch eine Zweiwegehahn (C) an- 
gebracht, der jeweils den Gebrauch nur eines Systems, des U-Rohrs (A) 
bzw. der Luftsiiule mit dazwischen geschaltetem Widerstand (B) erméglicht. 

Die Fehlergrenze betrigt nach unseren zahlreichen Versuchen, die 
auch durch mehrfache Kontrolle verifiziert wurde, -+- 2,5. Nachdem wir 
jetzt dreiviertel Jahre bereits mit dem Stalagmometer arbeiten, sind wir in 
der Tropfenzahl nicht zu der Genauigkeit gekommen, wie sie Ascoli und 
Izar’) in ihren Arbeiten fanden, die bei steten Doppelbestimmungen die 
Fehlergrenze mit -}- 0,5 Tropfen angeben, wie aus ihren Versuchen erhellt. 

Wir benutzten stets das gleiche Stalagmometer von 69,2 Tropfen auf 
Wasser bei 15° berechnet; nur bei den Vorversuchen wurde ein Stalagmo- 
meter benutzt, das 50,3 Tropfen auf Wasser bei 15° berechnet gab. Auch die 
Tropfenzahlen, die in unseren Versuchen sich fanden, beziehen sich stets auf 
die Temperatur von 15°. 

2. Standardurine. 


a) Spezifisches Gewicht. 


Es liegt in der Methode, da8 Urine je nach dem spezifischen 
Gewicht verschiedene Tropfenzahlen ergeben. Die folgende 
Tabelle, in der aus unseren Untersuchungen wahllos einige Fille 
herausgegriffen sind, beleuchtet dies. 


Tabelle LI. 
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Um fiir klinische Zwecke eine leicht verwendbare Methode 
zu bekommen, brachten wir die stets filtrierten Urine*) zunachst 
auf gleiches spezifisches Gewicht durch Verdiinnen mit destillier- 
tem Wasser; wir wahlten zu dem Zweck eine mittlere Zahl, 1010. 


b) H-Ionenkonzentration. 


Von der Uberlegung ausgehend, daB die H-Ionenkonzentra- 
tion jedes Urins eine andere ist, suchten wir uns tiber den Ein- 
flu8 derselben auf die Oberflichenspannung des Urins zu iiber- 
zeugon. Beim Zusatz muBten wir darauf achten, daB das Fliissig- 
keitsvolum nicht erheblich und ungleichmaBig vermehrt wurde; 
wir setzten daher zunichst 0,04 ccm 10proz. HCl zu und lieBen 
dann Normalsalzsiure nachflieBen bis zum Umschlag von Methyl- 
orange von Gelb in Orange und Kongorot von Rot in Hellblau. 
Anfangliche grobe zur Orientierung angesetzte Versuche zeigten 
uns jedesmal die oberflaichenspannungsvermindernde Wirkung 
der H-Ionen wie sie aus folgendem Versuch erhellt: 


Tabelle II. 








Tropfenzahl 
Versuchs- HCl-Zusatz 








| . 
nummer _ | . | Urin + H- in ecm 
.. ee] 
| Tonenzusatz 


20 | 565 | 655 0,22 


Nachdem wir die Beeinflussung der Oberflichenspannung, d. h. 
der Tropfenzahl, in dem eben angedeuteten Sinne gefunden 
hatten, muBten wir auch hier stets die gleichen Verhiltnisse in 
den Urinen schaffen, d. h. wir brachten stets gleiche Urinpor- 
tionen auf die gleiche H-Ionenkonzentration und verwandten als 
Indicator dafiir die Umschlagszone von Methylorange von Gelb 
in Orange und Kongorot von Rot in Hellblau. Es ist dies eine 
H-Ionenkonzentration von 10-*! bis 10-%*. 

Bei Zusatz von Saiure nimmt die Tropfenzahl anfangs stark 
zu, steigt dann nur noch unmerklich, um zum Schlu8 zuweilen 
abzufallen. Die folgende Tabelle veranschaulicht dies. 


*) Dabei zeigte es sich durch vergleichende stalagmometrische Messun- 
gen, daB eine Beeinflussung der Oberflichenspannung durch Filtrieren 
nicht eintritt, die Tropfenzahl blieb in zahlreichen untersuchten Fallen vor 
und nach Filtrieren stets die gleiche. 


Biochemische Zeitschrift Band 106. 16 
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Tabelle III. 
Normalurin, spez. Gewicht 1010. 








Verbrauchte 
Uri Tropfenzahl}| ccm HC! auf 

Name Diagnose | ~~" 10 com Urin 
gn | befund 


| :, | Schtit- . 
Urin| perurin | Urin 





Verbrauchte 
5 S&ure bei 

Schiittelurin 
R gegentiber 

gew. Urin 
Stalagmometri- 
scher Quotient 





1. W. | Ren mobilis| normal |76,6} 72,0 
Reaktion: 
| sauer |84.8)| 72,3 1,172 
| 86,1) 71,5 ; 1,204 
86,6} 71,9 é 1,204 
| 


* 
& 
ot) 


| 86,7| 72.2 ‘4 {1,201 


gesund | normal |78,1| 72,8 1,072 
'Reaktion: 
| sauer |82,7| 71,2 , 1,161 
| 83,2 | 71,2 1,168 
83,3} 71,2 1,169 
84,0) 71,3 1,178 


Polymyositis| normal |72,5| 69,7 1,041 
abgelaufen |Reaktion: 
| sauer |79,1/ 70,9 1,115 
79,1 | 70,4 71,4 {1,123 
80,0; 71,0 0,07 70,0 |1,126 
80,3} 71,0 0,18 | 81,8 |1,130 


Grippe normal |73,9}| 71,7 1,031 
abgelaufen |Reaktion: 
sauer {81,5| 71,2 0,04 80,0 /1,144 
81,1| 70,9 0,05 71,4 = |1,143 
81,1} 70,9 }0,09;| 0,05 55,5 1,143 
84,5| 72,0 0,2 86,9 {1,173 


5. Schm. normal |74,0/ 71,3 1,039 
Reaktion: 

sauer |80.4| 71,6 |0,06| 0,04] 66,6 /1,122 
| 81.1| 71,5 10.07| 0,05 | 71,4. 11,132 
| 81,5| 71,4 |0,07/ 0.06 | 85,7 [1,141 
| 80,5| 71,5 10,22/ 0,18 | 81,8 |1,125 


























Es war zweckmiBig, eine Konzentration zu wahlen, bei der 
kleine Fehler die Tropfenzahl méglichst wenig beeinflussen, 
wodurch also die Fehlergrenze méglichst herabgesetzt wird. 
Dies war der Fall in dem H-Ionenkonzentrationsgebiet von 
10-*! bis 10-*8, bei dem wir den obengenannten Umschlag fiir 
Methylorange und Kongorot finden. 

Von dem einen von uns gewahiten Indicator, dem Kongorot, 
ist bekannt, da8 er nicht als scharfer Indicator bei Gegenwart 
von EiweiB und Peptonen gilt, d. h., daB eine verschiedene H-Ionen- 
vermehrung notwendig ist, um den gleichen Farbenumschlag zu 
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bekommen, je nachdem es sich um Normal- oder eiweiBhaltige 
Urine handelt. Um uns iiber die Fehlergrenzen zu orientieren 
innerhalb deren die Menge der zuzusetzenden H-Ionen schwankt, 
setzten wir folgende Versuche an: 
1. Normalurin mit Siurezusatz bis zum Umschlag von Kongo- 
rot in Hellblau. 
2. Normalurin + Serum mit Saéurezusatz bis zum Umschlag 
von Kongorot in Hellblau. 
3. Normalurin + Pepton mit Saéurezusatz bis zum Umschlag 
von Kongorot in Helldlau. 
Dabei entsprachen Serum- bzw. Peptonzusatz annihernd 
gleichen Gewichtsprozenten Trockenriickstand. 
Die folgende Tabelle zeigt den Ausfall des Versuchs: 


Tabelle IV. 





Siurezusatz bis zum Umschlag von 
Kongorot in Hellblau 








1. Normal-Urin 10 ccm 0,26 
2. 9,6 com Urin+ 0,4 Serum. . . 0,26 
3. 9,96 com Urin + 0,04 Pepton . 0,28 





Man sieht, daB bei 3. der Tabelle ein etwas héherer Saure- 
zusatz als bei 1. und 2., die gleich sind, notwendig ist. Der Unter- 
schied betragt 0,02 ccm, d. h. 7,5% und ist praktisch ohne Be- 
deutung. Es gilt dies fiir mittleren Eiwei®gehalt, wie er in den 
meisten pathologischen Fallen vorkommt. 


c) Adsorption. 

Die die Oberflichenspannung beeinfluBenden Substanzen 
sammeln sich an der Grenzfliche an und werden durch Adsor- 
bentien entfernt. Um nun die Oberflichenspannung auch der 
dieser Substanzen beraubten Urine zu messen, benutzten wir als 
bestes Adsorbens Tierkohle und zwar in 10 proz. Aufschwemmung. 
Wir schiittelten die Urine stets 10 Minuten und erhielten dann 
fast immer villig wasserklare Flissigkeiten mit wenigen Ausnah- 
men, tiber die noch bei den betreffenden Gruppen berichtet wird. 
Bei diesen Ausnahmen zeigte sich das nach dem Schiitteln erhal- 
tene Filtrat noch leicht gelblich gefirbt, auch die Tropfenzahl 
dieser Filtrate verhielt sich gegeniiber der bei den wasserklaren 
namentlich nach H-Ionenvermehrung verschieden. Wahrend die 


16* 
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Tropfenzahl der wasserklaren Filtrate sich stets der Wasserzahl 
bis auf 1—2 Tropfen naherte und auf H-Ionenkonzentrations- 
erhéhung keine Vermehrung zeigte, war die Tropfenzahl bei dem 
leicht gefarbten Filtrat etwas gréBer, und auf H-Ionenvermeh- 
rung zeigte sich weitere Vermehrung der Tropfenzahl. War dem- 
nach in dem nach dem Schiitteln noch gefirbten Filtrat die Ad- 
sorption auch keine vollige gewesen, die man evtl. mit Erhéhung 
der Tierkohlenmenge erreicht hatte, so gingen wir bei unseren 
Versuchen trotzdem nicht tiber eine 10proz. Aufschwemmung 
hinaus, um auf diese Weise stets die gleichen Versuchsbedingungen 
zu erhalten. 


d) Stalagmometrischer Quotient. 


Die Tropfenzahl wechselt je nach dem Instrument, das ver- 
wandt wird, das eine gibt eine andere Zahl als das andere. 

Um zu vergleichbaren Zahlen zu gelangen, kénnte man 
die Tropfenzahl des Urins beziehen auf die Tropfenzahl einer 
Standardlésung z. B. reines Wasser am gleichen Stalagmometer 
gemessen. Fiinde man z. B. bei einem Urin 80 Tropfen, wihrend 
Wasser im gleichen Stalagmometer 60 Tropfen gibt, so giibe der 
Quotient $9 = 1,333. Bei einem andern Stalagmometer ergibe 
der gleiche Urin z. B. 120 Tropfen, Wasser 90 Tropfen; der Quo- 
tient ware ebenfalls 1,333. Man erhielte also bei verschiedenen 
Instrumenten vergleichbare Zahlen. Wir wollen heute nicht ohne 
weiteres behaupten, daB in Zukunft ein solcher Quotient nicht 
vielleicht praktischen Bediirfnissen geniigt. — Vorlaufig hielten 
wir es jedenfalls fiir richtiger, die Tropfenzahl des Urins zu be- 
ziehen auf den gleichen Urin, nachdem die adsorbierbaren (ober- 
flachenaktiven) Substanzen daraus entfernt waren. Die mit einem 
Adsorbens behandelten Urine geben niamlich, trotz gleichen 
spezifischen Gewichts keineswegs gleiche Tropfenzahlen. Wie aus 
Tabelle III hervorgeht, schwankten die Zahlen zwischen 69,7 und 
72,8. Welche Bedeutung diesen Schwankungen zukommt, ver- 
mégen wir heute noch nicht zu tibersehen. Wir haben deshalb 
stets ausgerechnet das Verhaltnis des Standardurins, d. h. einmal 
des Urins vom spezifischen Gewicht 1010 (St 1) mit dem gleichen 
Urin, aus dem die oberflichenaktiven Stoffe durch Adsorption 


“se ; das andere Mal das Verhiltnis 


entfernt sind (St 0) = St1? 
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des gleichen Urins nach Siaurezusatz (H-Ionenkonzentration bis 
zum Umschlag von Methylorange von Gelb in Orange und Kongo- 
rot von Rot in Hellblau) (S 1) mit dem gleichen, aus dem die 
$1 

So: Das 
bezeichneten wir als ,,stalagmo- 


oberflichenaktiven Stoffe entfernt waren (S 0) = 

hg Pe St 1 
Verhiltnis I. SO bzw. II. 30 
metrischen Quotienten“* und nannten von diesen beiden_,,I.‘ 
den ,,Quotienten“ schlechthin, ,,IT.“‘ den ,,Siurequotienten“. 

Zum besseren Verstindnis wollen wir an einem Beispiel 
das Gesagte erliutern: 

Wir fanden fir Originalurin: S 1 = 76,9 Tropfen, nach 
Behandeln des gleichen Urins mit Kohle S 0 = 71,3 Tropfen; 
S1 76,9 
80 71,3 
Probe des gleichen Urins mit HCl bis zum Umschlag versetzt. 
Wir fanden dann fiir diesen Urin die Tropfenzahl § 1 = 84,7; 
dann wurde der Urin wieder mit Kohle ,,entkolloidet“‘, nun gab 
er die Tropfenzahl S 0 = 71,6; der ,,Saurequotient“ ist also 
Sl 84,7 
807 7167 1,182. 

Da die Differenzen der einzelnen stalagmometrischen Quo- 
tienten erst in der 1.—3. Dezimalen markant zum Ausdruck 
kommen, so beriicksichtigen wir beim Lesen stets erst die Zahlen 
nach dem Komma, wir lesen also in dem oberen Beispiel 71 
statt 1,071, 182 statt 1,182. 

Bei den spiter zur Beurteilung kommenden normalen und 
pathologischen Urinen lassen sich zunichst Vergleiche ziehen 
nur zwischen den ,,Siurequotienten“; nur sie sind aus ver- 
gleichbaren Fiiissigkeiten gewonnen. Wenn wir trotzdem auch 
den ,,Quotienten“ anfihren, so liegt der Grund in folgendem: 

Durch den Zusatz von H-Ionen wird die Oberflichenaktivitat 
der stalagmometrisch wirksamen Stoffe verandert, und zwar, wie 
ein Blick in die Tabelle III erweist, in ganz verschiedenem Grad. 
Die Bedeutung dieses Einflusses vermégen wir heute noch nicht 
zu tibersehen und behalten uns vor, in einem vorgeschrittenen 
Stadium darauf zuriickzukommen. Der ,,Quotient’ kommt 
um so mehr fiir uns in Betracht, als wir fiir Normalurine bereits 
eine Hohe fiir ihn gefunden haben, die nicht tiberschritten zu 
werden scheint (s. Tab. V). 


der ,,Quotient* ist also = 1,071. Nun wurde eine 
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Den Ausfall dieser beiden so gefundenen ,,stalagmometrischen 
Quotienten“ stellten wir zunichst an einer Reihe von Normal- 
urinen fest, d. h. Urinen von gesunden Personen bzw. Patienten, 
die an véllig indifferenten oder abgelaufenen Erkrankungen 
litten, deren Urinbefund jedenfalls bei tiblicher klinischer Unter- 
suchung vollig normal war. Ferner wurden einige Male auch 
kiinstlich hergestellte Gemische untersucht. Weiterhin gingen 
wir dann dazu iiber, bestimmte Krankheitsgruppen bzw. von 
der Norm abweichende Organismusverinderungen in der gleichen 
Weise zu untersuchen und verglichen diese Ergebnisse dann mit 
den bei Normalurinen gefundenen. 


I. Normalurine. 


Wir verfiigen im ganzen iiber 20 Fille, deren Versuchsergebnisse die 
folgende Tabelle zeigt. 


Tabelle V. 
Normalurine, spez. Gewicht 1010. 








i] Verbrauchte 
| Us Tropfenzahl| ecm HCI auf 
eB. rin- 10 cem Urin 
Diagnose 

8 befund 


S4ure bei 
Schiittelurin 


gegeniiber 





Verbrauchte 
gew. Urin 


. | Sehtit- 177; | Schtit- 
Urin telurin Urin telurin 








Stalagmometri- 
scher Quotient | 


Ren mobilis| normal |76,6| 72 
Reaktion: 
sauer {84,8 0,07 


gesund normal | 78,1 
Reaktion: | 
sauer |82,7 | 0,04 


Neurasthenie} normal {77,3 
Reaktion: 
sauer |90,4 0,04 


Polymyositis | normal | 72,5 
abgelaufen |Reaktion: 
sauer |79,1 0,04 





5.Schm.|| Grippe normal | 73,9 
(Temp. norm.)| Reaktion: 
abgelaufen sauer {81,5 


6. Schm.|| Tbe. invete- | normal |74 
rata Temp. |Reaktion: 
normal sauer |80,4 


Bronchitis | normal | 73,9 
abgelaufen |Reaktion: 
sauer {81,3 
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Tabelle V (Fortsetzung). 











Verbrauchte 
: Tropfenzahl} ccm HCI auf 
Urin- 10 cem Urin 
— 7: | Sehtit | Sehiit 
. c - Tw} c . 
Urin telurin Urin| telurin 





gegentiber 
. Urin 


} 
} 
| 


Verbrauchte 
S&ure bei 
Schiittelurin 


| 

; 
Diagnose | 
| 

| 





gesund normal |74,8| 71,6 
Reaktion: 
sauer |85,5/ 71,6 |0,07| 0,05 





| Diagnose zu-| normal }|75,4) 7 
| nachst un- | Reaktion: | 
| sicher spaiter| sauer [90,1 | 0,09 | 0,04 q }1,288 
Typhus | 

| 


gesund | normal '1,019 

Reaktion: | 

sauer 0,05 | 80 /1,101 

gesund | normal |72,! 1,019 
|Reaktion: 

| sauer 0,06 | 0, 66,6 1,098 

gesund | normal 1,091 
'Reaktion: 

sauer 66,6 (1,250 

gesund | normal |7 '1,080 
Reaktion: 

sauer 11,154 





gesund normal 11,031 
Reaktion: | 
sauer 1,158 


Os Se ae 


| Muskel- normal | 1,032 
| rheumatism. | Reaktion: | 
| abgelaufen sauer 7 | | 0, f 1,117 


gesund normal |1,054 
Reaktion: 
sauer /1,191 


Tschias normal | 1,037 
Reaktion: 
alkalisch |1,200 
18. gesund normal /1,029 


Prof. B. Reaktion: 
sauer : 1,982 





gesund normal 1,022 
Reaktion: 
sauer \1,117 


Reaktion: 
sauer | /1,166 











| 
gesund | normal 1,039 
| | 
| 
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Betrachtet man bei den einzelnen Versuchen den ,,stalagmometrischen 
Quotienten“ als die fiir uns maBgebende Zahl, so sieht man, da8B jedesmal 
zwischen dem ,,Quotienten“’ und dem ,,Séurequotienten“ ein Empor- 
schnellen festzustellen ist. Dabei iibersteigt der ,,Siurequotient‘‘ jedoch 
die Zahl 200 nicht mit Ausnahme zweier Fille, waihrend der ,,Quotient‘ 
meist weit unter 100 bleibt. Von den zwei abweichenden Fillen handelte 
es sich einmal um einen gesunden Warter der Klinik, das andere Mal um 
eine Patientin, die sich am Tage der Urinentnahme vdllig gesund fihlte, 
normale Temperatur und Organbefund hatte, und die wir bald entlassen 
wollten. Am nichsten Tage bekam sie jedoch einen hohen Fieberanstieg, 
der sich nach Abfall noch éfter wiederholte, bis schlieBlich nach 14 Tagen 
die bakteriologische Diagnose Typhus abdominalis gestellt werden konnte. 

Mit Versuchen, die den Ausfall der ,,stalagmometrischen Quotienten“ 
zu verschiedenen Tageszeiten in Abhingigkeit von der Nahrungsaufnahme 
bei Normalurinen zeigen, sind wir z. Zt. beschiftigt. 


II. Gallenfarbstoff - Urine. 


Es ist bekannt, daB Galle eine starke Erniedrigung der Oberflichen- 
spannung herbeifiihrt, und da diese von EinfluB auf den Ausfall des ,,sta- 
lagmometrischen Quotienten“ sein muB, so war von vornherein eine Ande- 
rung gegeniiber dem bei Normalurinen gefundenen zu erwarten. Aus der 
folgenden Tabelle gehen unsere Versuchsergebnisse hervor. 


Tabelle VI. 








| Verbrauchte 


Tropfenzahl} ccm HC! auf 


| 
Name | Diagnose | Urinbefund 10 cem Urin 





Verbrauchte 
S&ure beim 
Tierkohleurin 
gegentiber 
gew. Urin 


Schiit- 
telurin 


Schiit- 


i 7 *. * 
| Urin} siurin | Urin 


1. K. | Ieterus Urobilin ++] 64,3} 50,6 
jcatarrhal.! Reaktion: |74,4) 50,7 |0,22| 0,08 
| alkalisch 
2. W. | Grippe? | Urobilin + [57,2| 50,1 
Albumen + |69,4| 51 
Reaktion : 
neutral 
Alb. Spur |/61 | 51 
| Urobilin + {67 | 51 0,1 
| Reaktion : 
| neutral 
~ | Icterus | Urobilin + |63,9| 50,5 
| Gallenfarb- |70,2/| 50,8 
| stoff + 
| Reaktion : 
sauer 
| Icterus | Urobilin + |82,3) 71,5 
catarrhal.| Gallenfarb- }96,1 | 71,7 
stoff + 
Reaktion : 
schwach al- 
kalisch 


|| Stalagmometri- 
| scher Quotient 








w 
o 


0,24 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 








Verbrauchte 
Tropfenzah] | cem HCl auf 


Name | Diagnose| Urinbefund 10 com Urin 


rt. | Schiit-}77_. | Schiit- 
| Urin| telurin 


6. W. Lungen- | Urobilin + 


| Stalagmometri- 





Verbranchte 

~ Sdure beim 

| ° Tierkohleurin 
gegentiber 
gew. Urin 


\* 
scher Quotient 





) 





— ee 
~ 


~_ 
— 
bo 


8 


tuber- Urobilino- 0,15 | 0,09 
| eulose gen + 
Reaktion : 
alkalisch 
| Typhus | Urobilin + 
| (Temp. | sonst o. B. 1 [0,1 | 0,07 
| 39—40) | Reaktion: 


I alkalisch 

'Scharlach| Urobilin + 
| (Temp. | Alb. Spur : | 0,06 
|| 38—40) | sonst o. B. 





Reaktion: 
schwach al- 
r. 2 Urobilin + 
| (Temp. | Urobilino- 
39,4) gen + 
| sonst o. B. 
Reaktion : 
alkalisch 
Typhus | Alb. Trbg. 
(Temp. | Urobilin + 
39) Reaktion: 
sauer 
Angina | Urobilin + 
follicular.| sonst o. B. 
(Temp. | Reaktion: 
38,5) sauer: 
Typhus | Urobilin + 
(Temp. | sonst o. B. 
38,5 Reaktion : 
sauer 
gesund | Urobilin + 
| klinisch | Alb. Spur 
Sed.: reichl. 
Leukoc. ver- 
einzelt Ery- 
throcyten u. 
Epith. 
Icterus | Urobilin + 
catarrh, | Urobilino- 
gen + 
Alb. Spur 
Sed.: migig 
Leukoeyten, 
| keine Cyl. 
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Betrachten wir die Tabelle genauer, so fallt zunaichst beim Vergleich 
mit den Normalurinen der hohe Stand des ,,Séurequotienten“ in jedem Ver- 
such auf, der als niedrigsten Wert 272, als héchsten 465 zeigt; dies bedeutet 
eine starke Erhéhung gegeniiber dem gleichen bei Normalurinen. Auch 
in seinem ,,Quotienten“ zeigt der ,,stalagmometrische Quotient“ deutliche 
Abweichungen von dem bei Normalurinen, er liegt im ganzen ebenfalls 
sehr viel héher als bei diesem, bewegt sich zwischen 61 als niedrigstera und 
271 als héchstem Wert. Dabei ergibt sich, daB die héchsten Werte fiir den 
»,Quotienten“ und den ,,Saiurequotienten“ sich bei den an Icterus er- 
krankten Personen finden, also da, wo die Schiidigung der Leberfunktion 
im Vordergrund steht (s. Versuch 1, 4, 5 der Tabelle). Jedoch finden sich 
auch in anderen Krankheitsfillen, wofern nur eine Leberfunktionsstérung 
durch das Vorhandensein von Urobilin im Urin zum Ausdruck kommt, 
abnorm hohe Zahlen (Versuch 6 der Tabelle). Die niedrigsten Werte na- 
mentlich fiir den ,,Quotienten“, jedoch auch fiir den ,,Siurequotienten‘ 
finden sich fast durchweg bei den Fallen, in denen die Leberfunktions- 
stérung nicht ‘m Vordergrund des klinischen Bildes steht, bei denen sich 
nur bei andersartiger Infektion eine Beteiligung der Leber durch Urobilin- 
ausscheidung im Harn zu erkennen gibt (Versuch 7, 8, 9, 11, der Tabelle), 
bzw. sich bei einem sich gesundfiihlenden Warter zufiallig im Urin Urobilin 
fand (Versuch 13 der Tabelle). 

Wieweit bei diesem Ergebnis unserer Untersuchungen die Menge des 
ausgeschiedenen Urobilins, bzw. der Grad der Funktionsstérung eine Rolle 
spielt, kénnen wir nicht ohne weiteres entscheiden. Méglich ist durchaus 
auch, daB die Infektionskrankheit als solche (Typhus bzw. Scharlach usw.) 
auch ohne klinisch nachweisbare Gallenfarbstoffausscheidung im Urin 
eine gleichsinnige Verinderung des ,,stalagmometrischen Quotienten“ zeigt. 
Dazu miiBten wir Urine von Infektionskranken untersuchen, die keine 
Gallenfarbstoffausscheidung zeigen, bei denen auch andere bekannte 
oberflichenspannungsveriindernde Momente fortfallen. Wir behalten uns 
derartige Untersuchungen vor. 

Wir folgern also: Gallenfarbstoffhaltige Urine zeigen in 
mehr oder weniger hohem Grade jedoch regelmiaBig eine starke 
Erhéhung des ,,stalagmometrischen Quotienten.“ 


Ill. Nephrosen. 


Wir verfiigen hier nur iiber 5 Fille, deren Versuchsergebnis die fol- 
gende Tabelle zeigt. ; 

Trotz der geringen Zahl der Fille 148t uns der Ausfall der Versuche 
doch einen Einblick tun und berechtigt uns zu Schliissen in der Richtung, 
die uns bei unserer Fragestellung interessieren. Die Schwierigkeit bei der 
Untersuchung dieser Urine lag in allen Fallen darin, daB wir durch Ad- 
sorption den Urin nicht véllig klar bekamen, das Eiwei8 nicht véllig ent- 
fernt wurde. Es miissen hier besondere Umstiinde vorliegen, die eine 
villige Adsorption verhindern, die Menge etwa des EiweifBes kann es nicht 
sein, da Nephritiden bei gleichem EiweiBgehalt, wie wir spiter noch sehen 


- 
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Tabelle VII. 





Verbrauchte | 
Tropfenzahl | cem HCi auf 
Urinbefund » — Uris 


Pini ~Y 
| Schiit- : | Schtit- 
Dia telurin U | telurin 


| 
| 
| 
| 


Diagnose 

Verbr. Saure | 
beim Tier- | 
kohleurin | 
gegentiber | 

d. gew. Urin | 


Ss 
32 

| Stalagmometri- 
scher Quotient 


Ne- | Esb.*/4°/o0, Sed.:} 84 | | 
phrose| reichlich Leuk., a 0,09 | 0,05 


| gran. und hyal. 
| ‘ 
} 





Cyl. 
2. K. | Ne- | Esb. 3%/g9, Sed.:| 74 | 
| phrose| reichlich weiSe} 91,9! 3 {0,19} 0,15 
| Blutk., einzelne 
Epithel., hyal. 
| Cyl., Blutdruck 
| normal. 


, |Ne- | Esb. 3%, Sed.:| 75,2) 7 | 
| phrose| hyal. und gran.| 97,6! 77,5 }0,12| 0,09 
(Gravide, Cyl. einzelne 
mensIV) Erythroc. und 
} | Leukocyten u. 
| Epithelien. 


| | 
4.a) H.|| Ne- |\Esb. 11,5°/o9,} 76,8) 73 
| phrose| Urobil.+,sonst | 80 40,46) 0,34 
i(Gravide| chemisch o. B. 
|mens VI) Sed.: viel De- 
} | tritus, Kryst., 
| hyal. Cyl, ver- 
| einzelt Ery- 


throc., Leukoc. 


| gleicher Albumen 0. i( 
‘Urinent- 6) 7 0,16! 0,12 
| eiweift 
| (auf 200 
jcem rin 
| 100 Lig. | 
| ferri 
| oxydat. | 
| Ne- | Esb. 5°/o9 (spez. 
| phrose| Gewicht 1024). 
EBb. 3/99 (spez. 
Gewicht 1010). 
Sed.: vereinz. 
| hyal. Cyl., ver- 
einzelt Leukoc. 
| und Epithelien. 


| 





! 


! 











werden, nichts Derartiges zeigten, sondern ungefiihr das Verhalten des 
Normalurins ergaben, d. h. in dem Tierkohle-Schiittelurin zeigt sich auf 
H-Ionenvermehrung keine Anderung der Oberflichenspannung gegeniiber 
dem gewdhnlichen Schiittelurin. Es miissen vielmehr oberflichenaktive 
Stoffe vorhanden sein, die in erster Linie von der Kohle adsorbiert 
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werden und die Adsorption des Farbstoffes verhindern oder ihn gar ver- 
drangen. 

Bei unsern Nephrose-Urinen zeigte sich im Gegensatz dazu auch bei 
dem adsorbierten Urin auf Saéiurezusatz eine Beeinflussung der Oberflichen- 
spannung im Sinne einer Erniedrigung, d. h. Tropfenvermehrung, und diese 
fiihrt ihrerseits wieder zu einer Beeinflussung des ,,stalagmometrischen 
Quotienten“, indem sie seinen Wert herabdriickt, niedriger setzt. 

Trotzdem liegt der ,,stalagmometrische Quotient‘, namentlich der 
,sdurequotient~ in allen Fallen mit einer Ausnahme (V. 2 der Tabelle) 
oberhalb der normalen oberen Grenze, und auch der ,,Quotient“ ist einige 
Male erhéht. 

DaB diese Erhéhung des ,,stalagmometrischen Quotienten‘‘ zum minde- 
sten nicht allein durch das Eiwei8 — ob nun Albumin oder Albumosen 
bleibt vorliufig noch ungeklart (wir verweisen auf aunsere Untersuchungen 
der folgenden Gruppe) — bedingt ist, das zeigt sehr schén Versuch 4a und b 
der Tabelle, wo der gleiche Urin nach EnteiweifSen mit Liquor ferr, oxydat. 
ebenfalls noch die Erhéhung des ,,stalagmometrischen Quotienten“ zeigt 
und zwar in noch héherem Grade als der eiweiBhaltige. Letzteres ist aber, 
wie wir schon oben angedeutet haben, darauf zuriickzufiihren, daB die nicht 
vollige Adsorption des geschiittelten Urins den _,,stalagmometrischen 
Quotienten“ nicht zur vélligen Auswertung kommen 1aBt. 

Aus den Versuchen ergibt sich, da8®B nephrotische Urine 
stets eine Erhéhung wenigstens des einen der beiden,,stalagmo- 
metrischen Quotienten“ bzw. einen an der oberen Grenze des 
normalen liegenden zeigen. 


IV. Nephritiden. 


Bei dieser Krankheitsgruppe verfiigen wir vorliufig iiber 5 Versuche, 
deren Ausfall die folgende Tabelle zeigt. 


Tabelle VIII. 








| | Verbrauchte 


| 


| Diagnose; Urinbefund 
| Tei, | Sehiit- fy: 
| Urn} tet Urin 


Tropfenzahl| ccm HC! auf 
10 cem Urin 





beim Tier- 
kohleurin 
gegentiber 
gew. Urin 


Verbr. Saéure 


Schiit- 
telurin 


| Stalagmometri- 
| scher Quotient 


5 
xe 


- | Glomeru-| Alb. 0,6°/9, | 73,7| 70,8 
| lonephri- | Reakt.: sauer | 90,4| 71 
| tis. Blut- 
druck 
normal 


Glomeru- | Alb. 2°/99, Re-+ 
lonephri- | aktion: alka- 
tis. Blut-| lisch. Sed.: 
| druck ca.| reichlich Cyl., 
| 150 syst.| rote u. weibe 
Blutk. 


tt 


~] 
o 


0,04} 0,04 
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Tabelle VIII (Fortsetzung). 








| 
| 


gew. Urin | 


\| | 
| } 


| | 
| 


Verbrauchte 
ecm HCl auf 
10 ccm Uria 


Tropfenzahl 





beim Tier- | 
kohleurin | 
gegentiber 


Name | Diagnose; Urinbefund 
i 


| Urin | Schiit- 
| 


Verbr. Saure | 


Sehiit- 
telurin 


Urin 


telasia 











“x || Stalagmometri- | 
'|\scher Quotient 


3. W. | Glomera-| Alb. Wey ‘Bs. : 
| lonephri- | bach. Reakt.: 
| tis sauer. Sed.: 
rote u. weibe 
Blutk., Cyl. 


| Glomeru- | Esbach 0,7 °/o9, 
| lonephri-| Blut + Sed.: 

tis reich].Erythr., 
Leuk. gran. 
| u. hyal. Cyl. 


| Pneumo- | Alb. Spur, Sed.: 
jnie.Temp., vereinz. gran. 


1 


70,9 |0,07| 0,04 











| 38,2 rect.| Cyl. u. Ery- 
i _ throc. Reak- 
| | tion: sauer 

















Die Tabelle zeigt in allen Fallen in hervorragendem MaBe eine Erhé- 
hung des ,,stalagmometrischen Quotienten‘‘ sowohl des_,,Quotienten‘ 
als auch des ,,Saéurequotienten‘’. Der niedrige Ausfall des ,,Quotienten“ 

Tabelle IX. 


(Mit Serumzusatz.) 








Verbrauchte 

ccm HCl auf 
10 ccm Urin 
(Umschlag Me- 
thylorange or. 
Congo hellbi.) 


Tierkoble- 
Behtittel. ohne | mit 


urin 8. 8. 


0,06 }1,016|1,154 
1,0261,221 


Stalagmo- 
metrischer 
Quotient 


Tropfenzahl 
Tierkohle- 
Schiittelurin 


Tropfen- 
| zahl 





ohne | ohne mit 
is ja fs ie 


71 | 70,5 
70,8 | 70,9 


Urin 


1. Gewohnl. Urin 
2. Urin + 1°/o9 Ser. 








0,08 
0,09 


we | 


| 


0,25 
etw. mehr 
als 0,25 
zw. 0,25 


3. Urin + 2°%/o9 Ser. 
4. Urin + 3°/o9 Ser. 


5. Urin + 5°/o9 Ser. 


71,5 | 71,4 
71,2 | 71 
70,6 | 70,8 


0,09 
0,09 





1,012 |1,232 
1,016 1,252 


1,035 | 1,254 


u. 0,5 | 

1,055 /1,259 
1,066 | 
1,087 |1,299 


6. Urin + 10% Ser. 
7. Urin + 20/9 Ser. | 
8. Urin + 30°/o9 Ser. 
9. Urin + 40°/o9 Ser. 
10. Urin + 50°/9 Ser. | 
11. Urin + 70°/o9 Ser. | 
12. Urin + 90°/o Ser. | 
13. Urin + 100°/o9 Ser. 


> 
~ 


706) 71.2 


4. 


- 





~ 


WwWoONOO4 


~ 





or 


< 
a 




















ADI wn oS 
Se 

CODARONM O 
— we CO nd ee eS Ot 


- 
- 
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Tabelle X. 
(Mit Witte-Peptonzusatz). 








| Verbrauchte 
Tropfenzah] | °™ HCl auf] Stalagmo- 


Troptensahl Tierkohle- Potion tel metrischer 


Urin Schiittelurin |thylorange or.} Quotient 
Congo heilbl.) 


ohne | mit — i ry Urin Schit- 





8. 8. telurin 








——————— 


. Gewohnl. Urin | 83,9 
- Urin + 0,1°%/o9 Pept. | | 83,0 
- Urin + 0,2%o9 Pept. | 83,7 
- Urin + 0,3%o9 Pept. | ' | 84 0,21 
. Urin + 0,5°/o9 Pept. | | 83,5 0,21 
. Urin + 1°P, Pept. | 84,6 0,21 
. Urin + 2°/o9 Pept. 85 0,21 
. Urin + 3% Pept. | 86,1 0,21 
. Urin + 4°/o9 Pept. | 87,4 0,21 
10. Urin + 5% Pept. | 79,2 | 88,9 0,22 
11. Urin + 7°/o9 Pept. | 79,7 | 89,4 0,25 
12. Urin + 9°/g9 Pept. | 80,1 | 89,7 ‘ 0,27 
13. Urin + 10°/9 Pept. | 83,4 | 92,1 j 70,8 3 | 0,29 
bei Versuch 1 erklart sich aus der in diesem Falle starkeren Verdiinnung 
des Urins, der sich infolgedessen in seiner Oberflichenspannung mehr dem 
Wasserwerte nihert, was sich beim ,,stalagmometrischen Quotienten“ nach 
obigen Ausfiihrungen bemerkbar machen muB. 

Wir suchten nun weiterhin bei diesen Fillen die Frage zu entscheiden, 
ob bei Normalurinen, denen Albumine bzw. Witte-Pepton (Albumosen) in 
steigender Menge zugesetzt waren, sich ebenfalls eine Beeinflussung des 
,Stalagmometrischen Quotienten“ zeigt. Wir gingen dabei so vor, daB wir 
einmal dem Normalurin steigende Mengen eines Serums zusetzten und dieser 
auBerdem kontrolliert wurde durch ESbach. Bei Witte - Pepton, das ja 
im wesentlichen aus Albumosen besteht und kaum Peptone enthilt, gingen 
wir von 10 proz. Lésungen aus, so daB der Trockengehalt ein ahnlicher war 
wie bei Serumlésungen. 

Die beiden Tabellen 1X und X zeigen das Ergebnis dieser Versuche. 

Betrachten wir zunichst Tabelle IX (Serum) genauer, so zeigt sich 
gleich mit niedrigen Serumzulagen beginnend eine langsames Steigen des 
, 8talagmometrischen Quotienten“, dem in mittleren Lagen ein geringes 
Fallen und zum Schlu8 mit weiter steigender Serumkonzentration wieder 
ein Steigen des ,,stalagmometrischen Quotienten“ folgt. Das geringe Ab- 
sinken des ,,Quotienten“ bei niedrigen Serummengen méchten wir vor- 
laufig als in der Fehlerbreite begriindet liegend betrachten. 

Tabelle X (Witte - Pepton) zeigt in den niedrigen Konzentrationen 
zunichst ein Abfallen des ,,stalagmometrischen Quotienten“, es folgt dann 
langsam das Sichwiedereinstellen auf den Grundwert und von da ab ein 
langsames kontinuierliches Steigen des ,,stalagmometrischen Quotienten“, das 
im allgemeinen bis zum Schlusse der von uns gewahlten Konzentration anhalt. 
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Die Versuche mit Albuminen und Albumosen zeigen also zuniichst, 
daB die Oberflachenspannung und damit auch der ,,stalagmo- 
metrische Quotient beeinfluBt werden, daB nimlich steigende 
Mengen von Albuminen bzw. Albumosen den ,,stalagmometri- 
schen Quotienten“ erhéhen. 

Um zu erfahren, ob diese eben genannten Eiwei8kérper zu eimer 
physiologischen NaCl-Lésung zugesetzt sich gleichsinnig verhielten, wie in 
Urinen, setzten wir die gleichen Versuche mit einer physiologischen 
NaCl-Lésung an und kamen zu folgendem Ergebnis: 


Tabelle XI. (Mit Serumzusatz.) 








Tropfenzai:l Verbrauchte oan @xtecipenman - 
Tropfen- | Tierkohle- | HC! auf 10 com NaCl Daene 
zahl NaQl| schiittel- | (Umschi. Methylor. | ™etrischer 


NaCl | or. Congo hellblau) | Quotient 


ohne; mit er-seah mit NaCl Tierkohle- | ohne | mit 
8s | 8. jschiitt.-NaCl} 8. 8. 








Physiolog. NaCl- 
Lisung 
1°/o9 Serum 72 | 72,2) 0,04 0,02 {0,986 |0,998 
2°/o9 Serum 72,1 | 71,5} 0,04 0,02  }0,984 |1,020 
3°/o9 Serum 71,2 | 71,4} 0,04 | 0,02 {0,997 |1,032 
5 °%/oo Serum 71,2 | 71,5] 0,04 0,03 41,004 |1,060 
10°/o9 Serum | 72,3 70 | 71,1] 0,04 | 0,03 11,030 /1,085 
20°/oo Serum 71,3} 71,2] 0,05 | 0,04 11,018 /1,116 
30°/oo Serum 71 «| 71,3) 0,06 | 0,05 {1,028 1,140 
40°/o9 Serum | 7: 71 =| 71,7} 0,08 | 0,06 |1,039)1,111 
50°/o9 Serum | 72,5 71,1} 71,6} 0,09 | 0,07 1,019 |1,100 
70°/o9 Serum} 73,8|82 | 71 | 72,6} 0,12 0,09 41,039 |1,129 
11. + 90°/o9 Serum | 75,5 73,5 | 77,7} 0,12 0,09 $1,027 |1,119 
12. + 100°/o9 Serum | 76,6 73,2 | 77,7] 0,13 0,1 1,046 |1,187 





So WN Om wore 


| 
| 
! 
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+t+++++4++4++4+ 


























Tabelle XII. (Mit Witte-Peptonzusatz). 








Tropfenzahl | Verbrauchte ccm Stalagmo- 
Tropfen- Tierkohle- {HCl auf 10 ccm NaCl ita 
zahl NaCl sch littel- (Umschl. Methylor. me rise er 

or. Congo heliblau) | Quotient 





ohne mit 


s. 8. ohne 8. mit 8. Johne 8.| mit 8. 








. physiolog. CaCl. 71 71,2 | 71 o — 1,000 | 1,000 
- + 0,1%9 Pepton | 70,3 | 71,1 | 70,6 0,05 | 0,04 | 0,995 | 0,993 
- +.0,2%p Pepton | 70,9 | 71,0] 71,3 | 71,6} 0,05 | 0,04 | 0,994 | 0,991 
- + 0,3°% 9 Pepton | 70 70,5} 70 | 7 0,05 | 0,04 [1,0 {0,991 
70,5 | 70,8 | 70,1 0,05 | 0,04 | 1,005 | 0,994 
71,6 | 72,6 | 71,1 ‘ 0,05 0,04 | 1,007 | 1,004 
70,7 | 72,8 } 70,1 y 0,12 0,04 | 1,008 | 1,037 
71,6 | 74,9 | 69,5 0,05 0,04 | 1,030 | 1,065 
4% Pepton | 71,7 | 75,8) — 0,05 — — — 
5% Pepton | 74,3 79 | 70,6 O18 | 0,05 | 1,052 | 1,112 
7% Pepton | 74,8 | 80,1 0,22 | 0,05 | 1,053 | 1,126 
9%, Pepton | 78 | 82 0.08 | 0,04 | 1,098 | 1,150 
10°99 Pepton | 77,7 | 82,9 0,05 41,085 | 1,157 


BIH Seer meen | 
++++++4++ 
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Beim Serumzusatz (Tabelle XI) zeigt sich fiir den ,,Siurequotienten“ 
ein gleichsinniges Verhalten wie beim Urin (Tabelle 9), nur daB das Sinken 
des ,,stalagmometrischen Quotienten‘‘ mit folgendem Steigen etwas weiter 
nach der héheren Konzentration hin verschoben ist. Bei dem ,,Quotienten“ 
zeigt sich im Gegensatz zu Tabelle IX in den mittleren Serumzulagen ein 
stafkes Hin- und Herschwanken im allgemeinen mit erniedrigender Ten- 
denz, um zum SchluB auch wieder wie beim Urin zu steigen. Auffallend ist 
noch, daB erst héherer Serumzusatz die Tropfenzahl vermehrt, wihrend 
man theoretisch gerade schon von sehr geringem EiweiBzusatz eine erheb- 
liche Verminderung der Oberflichenspannung erwarten sollte. 

Albumosenzusatz (Tabelle XII) zeigt ein gleichsinniges Verhalten des 
, Stalagmometrischen Quotienten“‘ wie beim Urin (Tabelle 10), d. h. nach 
einem geringen Absinken bei niedrigem Zusatz folgt ein kontinuierliches 
Steigen des ,,stalagmometrischen Quotienten“, das bis zum Schlu8 anhalt. 
Auch in diesem Versuch zeigt sich ein merkwiirdiges Verhalten der Ober- 
flichenspannung, indem bei geringem Albumosenzusatz zuniichst eine 
Erhéhung, d. h. Tropfenverminderung, bei stiirkerem Zusatz dann eine 
langsame, aber stetig zunehmende Oberflichenspannungsverminderung, 
d. h. Tropfenvermehrung, eintritt. 

Vergleichen wir die Nephritis-Urine mit den mit Serum bzw. Albumo- 
sen versetzten Normalurinen, so sehen wir zwar auch bei letzteren 
den auf den ,stalagmomertischen Quotienten“ erhéhenden 
EinfluB deutlich, jedocherreichternicht die bei Ne phritis gefun- 
denen Werte, so daB wir daraus schlieBen miissen, es sind noch 
andere unbekannte Einflisse, die zu der starken Erhéhung des 
»8talagmometrischen Quotienten* fiihren. 


V. Pyelitiden bzw. Pyelonephritiden. 


In dieser Gruppe stehen uns 6 Versuche zur Verfiigung, wovon sich 
4 auf Pyelonephritiden beziehen, die bei derselben Versuchsperson zu ver- 
schiedenen Zeiten angestellt wurden (s. Tabelle XIII). 

Auch hier sehen wir in den reinen Pyelitisfillen wieder das teilweise 
erhebliche Ansteigen des ,,stalagmometrischen Quotienten“; bei den Pye- 
lonephritiden zeigt sich in 2 Fallen keine Erhéhung desselben, in allen 
Fillen jedoch hier die gleiche Eigentiimlichkeit wie bei der Nephrose, 
da8 namlich durch die Tierkohleadsorption keine véllige Entfirbung des 
Filtrats eintrat, es blieben noch Stoffe in ihm, die bei H Ionenvermehrung 
zu einer Erniedrigung der Oberflichenspannung fiihrten, was bei véllig 
entfairbtem, also praktisch restlos adsorbiertem Filtrat nicht der Fall war. 
Dadurch wurde die Hohe des ,,stalagmometrischen Quotienten“, wie schon 
oben ausgefiihrt, beeintrichtigt, er wire im anderen Fall bedeutend héher 
ausgefallen, wie sich aus der sehr starken Oberflichenspannungsverminde- 
rung des gewéhnlichen Urins ergibt, dessen H-Ionengehalt vermehrt ist. 


VI. Cystitis. 
Bisher hatten wir nur Gelegenheit zu einem Versuch, der folgender- 
maBen ausfiel (s. Tabelle XIV): 
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Tabelle XIII. 





Verbranchte 
Tropfenzahl| ccm HCI auf 
10 ccm Urin 





kohleurin 
KR gegentiber 
gew. Urin 


Name | Diagnose | Urinbefund 


Verbr. Saure | 


beim Tier- 
Stalagmometzi- | 
i scher Quotient | 


telurin telurin 


i 
|e 


Urin| Sent Urin | Sehut- 
. |Pyelitis | Albumen @, | 50,7 | 

(Paraeoli); Esbach unter 51 0,28 | 0,17 
|1/,%/o9, massen- 
haft Leukoc. | 

u. Epithelien | 


Pyelo- Esbach 3*/, ood | 

nephritis) Leukoc., Ery- 0,33 | 0,23 
Ithrocyten gran. 

u. hyal. Zyl., 

Epithelien | 


. || Pyelo- Esbach 5/9, | 
nephritis) Sediment wie 0,14 | 0,09 


bei 2. 
Pyelo- [Esbach 3,5°o9,} 76,2 | 


nephritis) Sediment wie |95,7| 79,2 |0,08| 0,06 
bei 2. 

Pyelo- (Esbach 3,5°/o9,} 8 

nephritis!) Sediment wie {102,6; 0,16 
| bei 2. 


—- | 
a3 
ww 


we 








Pyelitis | Albumen 0, 
| Sedim.: zieml. | 86,8 ,2 |0,07 
| | viel Leukoc. 
| und Eputhel. 




















Tabelle XIV. 





j om — 
I Verbrauchte 
| Tropfenzahl| ccm HCl aut 


| Diagnose} Urinbefund |_ Wem Vee 
HH] 


r.:,,| Schiit- 
am telurin 


Verbrauchte | 
. Saiure beim 
Tierkobleurin | 

gegentiber | 
gew. Urin 


Stalagmometri. 
acher Quotient 


| y_;..| Schiit- 
| U — telurin 
| Cystitis | Albumen 0 | 79,3 | 
| Reaktion: | 97,5 | 
} sauer 


5 
32 


ym 
tet 

a 
Rien 














11 
1,4 |0,07|} 0,04] 57,1 


Auch hier tritt uns wieder die starke Erhéhung des ,,stalagmometri- 
schen Quotienten“ besonders des ,,Siurequotienten“ entgegen, jedoch auch 
der ,,Quotient“ ist gegeniiber normalen Verhiltnissen erhdéht. 

Die Oberflichenspannung zeigt besonders bei dem gewéhnlichen Urin 
mit H-Ionenvermehrung eine weit tiber die Norm hinausgehende Erniedri- 
gung der Oberflichenspannung, also Erhéhung der Tropfenzahl. 
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VII. Schwangerschaftsurine. 


Wir untersuchten 5 Urine, die ich der Freundlichkeit von Herrn Privat- 
Dozent Dr. Eckelt von der hiesigen Frauenklinik verdanke, mit folgendem 


Tabelle XV. 
Verbrauchte 
Tropfenzahl| ccm HC! auf 
10 cem Urin 





| 
| 
| 
| 
| 


kobleurin 
gegentiber | 


Urinbefand 


Schiit- 
telurin 


. Schiit- : 
Urin permed Urin 


Verbr. Saure | 


beim Tier- 
gew. Urin | 


Stalagmometri- | 
scher Quotient 


5 
ae 


Gravid. |Esbach ca. */,°/o9, | 78,8 | 7: 
mens. IX} Sedim.:vereinz. | 95,6 : 0,25 | 0,18 
Erythrocvten u. 
Epithelien, viel 
Leukocyten 


Gravid. |Alb.: 1/,°/o9 Es-| 78,8 
mens. | bach, Sed.: viel | 93,3 3 | 0,36 | 

VII | Leukoc., maBig | 
Erythrocyten 


(s. 1) |Esb. */4°%oo, (sp. 
Gew. 1023) Es- 0,27 
| bach */,%o9 (sp. 
| Gew. 1010) che- 
misch o. B. Ka- 
theterurin ! 


Gravid. |Alb. 8, chemisch 
mens. IX! o-B. Sed.: 1 gr. 
Zyl., vereinzelt 
Erythrocyten, 
Leukocyten u. 
Epithelien, Ka- 
theterurin ! 


Gravid.|Alb. Spur, Es- 1,247 
mens.VI| bach @ (vdilig 0,25 | 0,17 1,430 
neg.) Urobilin+ 
Katheterurin ! 


~ 
bo 
Loonie 


0,24 





























In simtlichen Fiillen erscheint wieder die starke Erhéhung des ,,stalag- 
mometrischen Quotienten“. Bei der Betrachtung der Urinbefunde zeigt 
sich allerdings in den meisten Fallen ein wenn auch nur geringer EiweiB- 
gehalt, bzw. einmal Urobilingehalt des Urins, die ja beide, wie Versuche 
im vorhergehenden zeigten, quotienterhéhend wirken. Wieweit diese Be- 
standteile zur Erhéhung des ,,stalagmometrischen Quotienten“ beitragen, 
bzw. ob sie ihn in den Fillen allein bedingen, vermégen wir jetzt noch nicht 
mit Sicherheit zu entscheiden. DaB sie aber zum mindesten nicht das allein 
Wirksame sind, ergibt sich mit Evidenz aus Versuch 4 der Tabelle, in dem 
wir einen chemisch negativen Urin haben, der jedoch ebenfalls eine starke 
Erhéhung des ,,stalagmometrischen Quotienten“ zeigt. 
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Savaré*) fand bei seinen Untersuchungen des Frauenharns unter 
normalen und pathologischen Verhiltnissen fiir normale Harne im Mittel 
0,44 g pro Liter adialysable Substanz, bei Schwangeren 0,6 g im Mittel; 
er mit dieser geringen Vermehrung jedoch anscheinend keine Bedeutung 
bei, wenn er aus seinen gefundenen Werten den Schlu8 zieht, daB sich der 
Gehalt des Schwangeren-Urins an adialysablen Stoffen in der Regel nicht 
von dem bei gesunden Frauen unterscheidet. Vielleicht geniigen aber doch 
diese geringen Unterschiede schon, um zur Beeinflussung der Oberflichen- 
spannung und damit des ,,stalagmometrischen Quotienten* zu fiihren. 
Diese Frage mit Hilfe der Ultrafiltration und andere* Verfahren in Verbin- 
dung mit stalagmometrischen Messungen zu entscheiden, dariiber sind 
z. Zt. im Institut fiir Kolloidforschung Versuche im Gang. Wir kommen auf 
diese Frage bei dem folgenden Abschnitt nochmals zuriick. 

Savaré (s. 0.) fand in den eben genannten Untersuchungen bei 
Urinen von Eklamptischen eine sehr starke Vermehrung der adialysablen 
Substanzen. Nach EnteiweiBen des Urins fand er in 4 Untersuchungen 
Werte von 2,36; 2,25; 6,97; 4,42 g pro Liter gegeniiber im Mittel 0,44 g 
bei normalen Urinen. Wenn unsere oben geiiuSerte Vermutung, daB eine 
Erhéhung des ,,stalagmometrischen Quotienten‘* mit der Vermehrung die- 
ser adialysablen Substanzen zusammenhangen kénnte, zutrifft, so miBten 
wir also bei eklamptischen Urinen eine Erhéhung in der Regel zum minde- 
sten finden. 

Unsere bisherigen wenigen Versuche geben uns dariiber noch keine 
Auskunft, jedoch werden sie noch erweitert und werden wir spiter darauf 
zuriickkommen. 


IX. Fille, beidenen bisher kein EinfluB auf den ,,stalagmo- 
metrischen Quotienten“ gefunden wurde. 


Der Vollstandigkeit halber wollen wir in dieser Rubrik nur kurz zu- 
sammenfassend noch einige Versuche bei anderen Krankheitsgruppen 
bringen. Zum Teil handelt es sich dabei nur um Einzelversuche, die schon 
deswegen vorliaufig noch ohne besondere Bedeutung sind (s Tab lle X v1). 

Die klinische Bedeutung der vorstehend mitgeteilten Unter- 
suchungen (es handelt sich im ganzen um 80 Versuche mit etwa 
650 stalagmometrischen Messungen) sehen wir darin, daB es 


moglich ist, aus dem ,stalagmometrischen Quotienten* 
im Sinne einer Erhéhung zuniachst ganz allgemein auf krank- 
hafte Verinderungen bzw. abnorme _physiologische 


Vorgainge im Organismus zu schlieBen; diese Méglichkeit 
liegt nach unseren bisherigen Untersuchungen sicher vor fir alle 
Krankheiten, die mit Ausscheidung von Gallenfartstoffen einher- 
gehen, ferner fiir Nephrosen, Nephritiden, Pyelitiden und Schwan- 
gerschaft. Mit Ausnahme der Schwangerschaft war dieser 
Ausfall ja auch zu erwarten, allerdings sei hier nochmals ketont, 


1c" 
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Tabelle XVI. 








Verbrauchte 

Di Tropfenzahlj ccm HCI auf 
y | la- v° - 

Name} gnose Urinbefund ~~ | rane 

| Schiit- | 77... Schiit- 

telurin Urin telurin 


| 
7 


gegenitiber 
Stalagmometri- 


Siure beim 
 Tierkohleurin 
dem gew.Urin | 


2 
o~< 


Verbrauchte 
scher Quotient | 


~ 





Diabetes. 


1. J. || Diahe- [Sacch.1,2°/) Ace-| 73,6 | 70,9 | |1.038 
jtes mel.} ton 0. 83 | 71,2 aed 0,06 11,165 


2. G. |) Diabe- |Sacch.3,6°/psonst] 71,3} 70,9 11,005 
tes mel.| o. B. 74,5] 70,9 10,05} 0,04 11,050 


3. J. | Diabe- |Sacch.0,5°/, Ace-] 71,3] 71,1 
| tesmel.| ton + 0,027 | 84,5 0,1 | 0,07 
Acetessigs. + 
Alb. 6. Reakt. 
schw. alkal. 


4. J. | Diabe- Sacch. 0,8°/,Acet| 76,9 


| tes mel.| + Acetessigs. } 84,7 6 }0,05} 0,04 
I +, sonst o. B. 








Gelenkrheumatismus. 


1. A. ||Gelenk- o. B. 76,9| 71,3 | 
| rheuma- 84,7| 71,6 aad 0,04 
| tismus. 
| 'T. 36,2 
| —38,8. | 
Uraemie. 
1. A. | Urimie | Alb. Trbg. Uro- |74,8| 69,3 {1,079 
I bilin schw. + |88 7: S07] 1,257 
Esb.0.Sed: einz. 
hyal. Zyl. u. 


Leukoc. reich]. | 
i Epith. { 











| 





| 
| 
| 
| 
! 
| 
! 


| 








daB die Hohe des ,,stalagmometrischen Quotienten“ bei diesen 
Fallen weit tiber das Ma8 dessen hinausgeht, was bei der ein- 
fachen Gegenwart von Albuminen oder Albumosen vorauszusehen 
war. Wir fanden ferner einen erhéhten ,,stalagmometrischen Quo- 
tienten“ in einzelnen anderen Fallen (abgesehen von Schwanger- 
schaftsurinen in Versuch 9 der Tab. V und in Versuch 4b der 
Tab. VII). Hier spielten Albumine oder Albumosen keine Rolle. 
Daraus ergibt sich, daB es fremde Substanzen sein miissen, die 
zur Erhéhung des ,,stalagmometrischen Quotienten“ fihren. 
Noch das Weitere zeigen unsere Versuche, da8 es wahrschein- 
lich méglich ist, beginnende bzw. noch nicht abgeklungene Er- 
krankungen zu erkennen zu einer Zeit, zu der sich klinisch kein 





i] scner Wuotient | 
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Nachweis dafiir erbringen laBt (s. Tab. V, Versuch 2). Die fremden 
Substanzen, die diese Verinderungen des _,,stalagmometrischen 
Quotienten“ herbeifiihren, sind uns noch unbekannt, wir sind 
augenblicklich mit Untersuchungen in der Richtung beschiftigt, 
tiber die wir zu gegebener Zeit berichten zu kénnen hoffen. 
Wir iibergeben unsere gefundenen Resultate der Offentlich- 
keit, weil sie mit einer Methode gewonnen wurden, die auch in 
wenig geiibten Handen diagnostisch verwertbare Resultate ergibt. 


Ergebnisse. 


1. Es wurden mit dem Traubeschen Stalagmometer normale 
und pathologische Urine untersucht, nachdem sie der Vergleichs- 
méglichkeit wegen auf das gleiche spezifische Gewicht ven 1010 
gebracht waren. Der normale bzw. pathologische Urin (St.1). 
wurde einmal in ein Verhiltnis gesetzt zu dem gleichen Urin 
nach Adsorption mit einer 10proz. Tierkohleaufschwemmung 
(St. 0). 

Das andere Mal wurde der gleiche Urin mit H-Ionen versetzt 
bis zur Umschlagszone von Methylorange von Gelb in Orange, 
und Kongorot von Rot in Hellblau (S 1) und auch dieser Urin 
wieder in ein Verhiltnis gesetzt zu dem gleichen mit Tierkohle 
adsorbierten (S 0). 

Sl 


Wir erhielten so die Verhiltniszahlen I. = zw. II. 30 


und nannten sie den ,,stalagmometrischen Quotienten“, wobei 
I. als ,,Quotient“ schlechthin, II. als ,,Saurequotient“ bezeichnet 
wurde. 


2. Bei im itiblichen klinischen Sinne normalen Urinen ist der 
, Quotient’ <100, der ,,Saiurequotient’ fast stets < 200, sie 
schwanken zwischen minimal 19 und maximal 250 in einem Fall. 

3. Bei Gallenfarbstoffurinen, bei Nephrosen, Nephritiden, 
Pyelitiden und Schwangerschaft liegt der ,,stalagmometrische 
Quotient‘ weit héher. Er schwankt zwischen minimal 20 und 
maximal 465. 

4. Es wird gezeigt, daB diese Veranderung nicht allein ihre 
Ursache im Vorhandensein von Albuminen oder Albumosen 
haben kann, da Albumine und Albumosen einen ,,stalagmometri- 
schen Quotienten‘’ von unter 0—187 (s. Tab. XI), die Eiweif- 
urine jedoch von 40—395 haben. Es miissen vielmebr andere 
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uns noch unbekannte Substanzen sein, die bei der Erhéhung 
eine wichtige Rolle spielen. 

5. Unsichere Ergebnisse in bezug auf den ,,stalagmometrischen 
Quotienten“ zeigt bisher die Eklampsie, die Zahl der untersuchten 
Fille betrigt jedoch vorliufig nur 2. 

6. Normaler ,,stalagmometrischer Quotient“ zeigt sich vor- 
laufig bei Urimie, Gelenkrheumatismus und Diabetes mellitus. 

7. Die klinische Bedeutung der Versuche wird in der Még- 
lichkeit erblickt, aus der Héhe des ,,stalagmometrischen Quo- 
tienten“ auf krankhafte Vorginge bzw. abnorme physiologische 
Vorgiinge im Organismus schlieBen zu kénnen. 

8. Ein Fall (Tab. V, Versuch 9) weist auf die Méglichkeit 
hin, einen Krankheitszustand zu einem Zeitpunkt zu erkennen, 
zu dem die andern klinischen Untersuchungsmethoden noch 


versagen. 
9. Es wird eine Apparatur angegeben, die die Versuchsanord- 
nung des Traubeschen Stalagmometers sehr erleichtert. 
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5) Buglia, Biochem. Zeitschr. 22. 1909. — *) Térék, Zentralbl. f. Physiol. 
20. 1907. — 7) Ascoli u. Izar, Miinch. med. Wochenschr. 1910, Nr. 2, 4, 
8, 18, 22, 41. Biochem. Zeitschr. 29. 1910. Berl. klin. Wochenschr. 39. 
1911. — *) Savaré, Beitr. f. chem. Physiol. u. Pathol. 9. 1907. 





Uber das Vorkommen von Kreatinin und Kreatin im 
Blute bei Gesunden und Kranken. IV»). 


Revision der bisherigen Methoden und Ergebnisse. 
Vergleichende Methodologie. 


Von 


Joh. Feigl. 
(Aus dem Chem. Laborat. des Allgem. Krankenhauses Hamburg-Barmbeck.) 
(Eingegangen am 11. Marz 1920.) 


Einfiihrung. 


Untersuchungen tiber Kreatininimie und Kreatinimie haben 
erst seit 1914 tatsichliche Bedeutung erringen kénnen. Die von 
Folinshandliche Methodik hat alsbaldzu umfangreicheren Arbeiten 
AnlaB und Méglichkeit geboten, die von verschiedenen Seiten, 
mit zum Teil auch ungleichwertigen Leistungen ausgenutzt wurde. 
Erst durch die handliche Methodik gelangte man dahin, Anhalte 
fir Normalien und pathologische Verhaltnisse zu gewinnen. 
In dieser Absicht setzten denn auch die maBgebenden Unter- 
suchungen, beschreibend griindlich vorgehend, ein”). Leider 
wurden sie, noch im ersten Stadium dieser Spezialforschung 
stehend, alsbald von Einfliissen gestért, deren Ausgleich kri- 
tischen Aufwand erforderte®). 

Die Stammethode gelangte zu Modifikationen durch Myers 
einerseits, durch Gettler andererseits, wobei im ersten Falle 

1) Die Publikation vorliegender Arbeit verzégerte sich durch Uber- 
lastung mit anderen Arbeiten. 

2) Joh. Feigl, Uber Kreatinin und Kreatin im Blute. I, II, III; 
diese Zeitschr. 81, 74—80. 1917; 84, 264—280. 1917; 87, 1—23. 1918; 
ebenda altere Literatur. — Ders., Archiv f. d. ges. experim. Med. 8. 1919; 
diese Zeitschr. 94, 84—128. 1919. — Ders., Archiv f. experim. Pathol. 
u. Pharmakol. 83, 3—4, 271—298. 1918; 83, 5—6, 335—367. 

3) M. Rosenberg, Berl. klin. Wochenschr. 1916, 53, 49, 1314; siehe 
dazu Joh. Feigl, diese Zeitschr. 81, 28, 43, 65—66, FuBnoten. 1917. 
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unbelanglich héhere, im letzten ganz auffallend niedere Resultate 
sich ergaben. Schon die erste Abtiénung zeigte, wie geringe 
Abwandlungen der Originaltechnik dazu gehéren, um ihre Werte 
zu verschieben. Ein kritisches Stadium fiir den analytischen 
Vorgang brachte die zweite Sonderform mit ihren unverhiiltnis- 
maBig niederen, von allen tibrigen abweichenden Befunden. 

Der GroBteil der methodenkritisch auf sicherem Untergrunde 
der damaligen Technik stehenden Beobachtungen — getragen 
von Folin (mit Denis), Myers (mit Fine und Lough), Feigl 
— scharte sich so eng, daB damit eine Basis fiir die erstmalige, 
exakte Beschreibung der (physiologischen und pathologischen) 
Kreatininimie und Kreatinimie gewonnen war. Es machte sich 
derzeit in maBgebender Weise durch M yers, in unbefriedigenden, 
unkritischen Anliufen von anderer Seite bereits das Bestreben 
nach diagnostischer und prognostischer Verwertung geltend. 
Feig! betonte (1916, 1918) im Verfolg vielscitiger Beobachtungen 
auf pathologischem Gebiete, daB in der Konsolidierung der 
Methodik an sich wie ihrer beschreibenden Ausbeutung noch viel 
Aufwand zu betitigen sei, ehe der Reifezustand diagnostisch- 
prognostischen Fortschreitens Sicherheit beanspruchen kénne. 

Indirekt von férdernder Wirkung wurde eine durch Mec 
Crudden und Sargent inaugurierte Polemik!), die drum und 
dran war, die Bestimmungsform selbst an der Wurzel zu gefahrden. 
Thr Inhalt, die Leitung der Gedankenginge, ihre Ablehnung, 
an der Folin (mit Doisy), Hunter (mit Campbell), Feigl 
teilhaben, schlieBlich das Herausholen fruchtbarer Nutzertriige 
zugunsten der Methodik, sind von Feigl in mehreren Mittei- 
lungen behandelt worden. Das Hauptmoment wurde eine ,,reine“ 
Pikrinsiure, ohne die (nach Folins Vorschriften) heute jegliches 
Arbeiten mit allen quantitativen Pikratreduktionen unwert der 
Beachtung geworden ist. 

In diesem Stadium erschien als wichtigstes Glied der Methodik 
die Erfassung der relativen farberzeugenden Qualititen aus Pikrin- 
siure und Kreatinin einerseits und Pikrinsiiure und Alkali anderer- 
seits, mithin die Messung ersterer Komponente mit ihrem geringen 


1) F. A. Mc Crudden u. C. S. Sargent, Journ. of Biol. Chem. 
26, 527. 1916. 

*) O. Folin u. E. A. Doisy, Journ. of Biolog. Chem. 28, 349. 1916/17. 
— H. Hunter u. W. R. Campbell, ebenda. ' 
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Ertrage im Umkreise des Milieus. An dieser Stelle setzt ein Teil 
der spiiteren, das Vorgehen laiuternden Erwagungen an. 

War es die Hauptaufgabe dieser ersten Periode der Erfor- 
schung des Kreatinin und Kreatin im Blute, deren normales 
und krankhaftes Vorkommen beschreibend aus dem Nichts heraus 
zu begriinden und anderen Gebieten an die Seite zu stellen oder 
unterzuordnen (s. u.), so waren kritische Erwigungen zur Metho- 
dik — eine Frucht alterer harnchemischer Erfahrungen auf gleicher 
Basis — von demselben untrennbar. 

Folin, der Schépfer des reaktiven Prinzips an sich, schuf als Ver- 
besserung friiherer Anweisungen den beweglichen MaBstab des Kreatinins 
(der reagierenden Substanz), gab Anhalte fiir die zeitliche und graduelle 
Bemessung der Farbentwicklung (Begrenzung des Alkali, Bemessung des 
gerinnungshemmenden Oxalates), Myers hatte eine Besserung der Ex- 
traktion im Auge, Feigl betrachtete den Bestimmungsvorgang unter dem 
Gesichtspunkte der Interferenten (s. u.), Gettler gab abweichende Vor- 
schriften fiir den Vergleichsansatz. 

Wilson und Plass gaben vergleichend kritische Beitriige. Gettlers 
abwegige Technik, die u. a. die von Folin schon geniigend gesicherte Ein- 
wirkung des Oxalates nicht richtig beurteilte, wurde (1918, s. u.) von 
Greenwald eingehend kritisiert und abgelehnt. Manche Gesichtspunkte 
dieses Abschnittes standen unter dem Eindrucke urologischer Erfahrungen, 


die von Morris eingehend diskutiert wurden (1915). 
Die tatsichlichen Kenntnisse des Vorkommens beider Stoffe 


im Blute wurden von den genannten Forschern, zusammenfassend 
und weitschichtig!) von Feig] geférdert. Die bereits gewonnenen, 
recht stattlichen Ergebnisse, die, wie gesagt, das Gebiet erst seit 
der Schaffung der Folinschen Entwiirfe 1914 aufzuweisen hatte, 
muBten sich zunichst vor der durch Mc Crudden in Flu8 
geratenen Kritik rechtfertigen. Diese hatte, wie auch Feigls 
Mitteilungen zeigen, mittelbar segensreiche Folgen, die vor- 
wiegend der Anwendung durch weniger kritische Arbeiter zugute 
kamen. Hunters, Folins, Feigls methodologische Studien 
belegten, da die bisher in sorgsamer Ausfiihrung gewonnenen 
Zahlen nicht in belanglichem Ausmafe von dem revidierten 
Standpunkte beeindruckt werden. Die Stufe der speziellen 
Methodenkritik, welche den genannten Zeitpunkt er- 
fillt, trug nicht die Folgen in sich, das bisher Geleistete 
ernsthaft zur Neubearbeitung zu stellen. Das vorhan- 
dene Material hat sich bis zu diesem Punkte vollauf 
4) J. Lue. Morris, Journ. of Biolog. Chem. 22, 201. 1915. 
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rechtfertigen lassen, sofern es unter Einhaltung der 
maBgebenden Vorschriften gewonnen war. 


Immerhin wurde durch Folin in Gestalt einer neuen Modifikation 
Wesentliches beigetragen. Dem bisherigen Gedankengange angehdrend (s. u.), 
trat die Analyse vor einen der spiiter als entscheidend bewerteten Faktoren. 
Auch wenn reine, colorimetrisch (relativ, gegen Kreatinin) hochwertige 
Pikrinsiure benutzt wurde, erwies sich die Beseitigung eines groBen, iiber 
den reagierenden Betrag hinausgehenden Anteiles als férderlich. Die Me- 
thode selbst diente spiiter weiteren Untersuchungen. 

Unabhiangig von obigen Fragen war schon die Rede davon gewesen, 
daB u. U. fiir Kreatinin und Kreatin ungleichwertige Extraktionsverhilt- 
nisse (letzteres z.T. komplex gebunden) vorliegen kénnten. Die Inter- 
ferenten der maBgebenden Reaktion wurden von Feig! in pathologischen 
Blutarten eingehend gewiirdigt, Acetonkérper u. U. als stérend charakteri- 
siert. Feigl fand auch, daB Brenztraubensiure, Acetol, Dioxyaceton, 
Glycerinaldehyd, Methylglyoxal schnell reagieren und wies auf die relativ 
leichtere Mitbeteiligung der Ketosen hin'). Er betonte auch, daB (nach 
Neubergs prinzipieller Feststellung) fiir das Zucker-Alkaligleichgewicht 
sich die Gestalt von 3-Kohlenstoffderivaten geltend machen diirfte?). Der 
komplexe Charakter des Reaktionsprinzipes mahnt zu groBer technischer 
und theoretischer’ Vorsicht. 


Der Gang der Analyse, wie er bis zu diesem Zeitpunkte 
betatigt wurde, ist bekannt. Die Extraktion und Enteiwei®ung 
erfolgt durch Pikrinsiure, deren Uberschu8 in Lésung bleibt 
(nach Folin und Doisy zu rd. 75% entfernbar ist), selbst 
reagiert und andererseits das tragende Milieu der Bestimmung 
bildet*). Es erfolgt die Bestimmung von priformiertem Kreatinin 
im nativen, von Gesamtkreatinin (zur Errechnung von Kreatin 
fiihrend) im autoklavierten Extrakte*). Die Extraktion der bei- 
den Kérper ist sichergestellt®), aber auch der Ubertritt reagieren- 
der Interferenten, die z.T. in der zweiten Phase sehr geférdert 
werden®). Diese Frage erfaihrt eine eigenartige Beleuchtung durch 


1) Joh. Feigl, diese Zeitschr. 84, 264. 1917; daselbst Literatur. 

2) Kirzlich von A. Lippmann (Zentralbl. f. inn. Med. 3. 1920) 
ausgesponnene weite Uberschitzung dieser Reaktion ist zuriickzuweisen. 
L. bestreitet die Existenz der Glucose zugunsten von 3—C-Kérpern mit 
nicht zureichendem Beweismaterial. 

3) O. Folin, Journ. of Biolog. Chem. 17. 1914; 487, daselbst mehrere 
Arbeiten (mit Denis). 

4) F. B. Benedict u. V. C. Myers, Journ. of Biolog. Chem. 19, 
363. 1914. 

5) Joh. Feigl, loc. cit. Kreatinin I. 

*) loc. cit. sowie derselbe, Kreatinin II sowie diese Mitt. (unten). 
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Wilson und Plass!). Sie ersetzten die Pikrinsiurevorbehand- 
lung durch Hitzekoagulation und Nachklarung, indem sie im 
tibrigen den AnhydrisierungsprozeB beibehielten (mit 1/,n-HC\). 
Ihre Kreatinzahlen sind erheblich niedriger?). 

Obschon die Beurteilung der Frage nach Verlusten ausstand, stimmt 
das mit Schliissen iiberein, die nach Folin (mit Doisy) und Hunter 
(mit Campbell) zu ziehen sind und denen im Prinzip auch Greenwald 
(s. u.) beistimmte. Hier traf man also ,,Gesamtkreatinin“ als falschlich 
(in evtl. hohem Grade) gesteigert. Hunter und Campbell gelangten, 
wie bereits friiher beschrieben, zu ihrer ,,aktuellen‘‘ Kurve und schlossen 
aus der Mitbeteiligung von Interferenten schlieBlich auf zu hohe Werte 
fiir beide Gruppen*). Der Hauptsache nach konzentrierten sie sich auf die 
Auffassung, daB ,,die Kreatinzahlen etwa die vierfache Héhe der aktuellen 
Werte erlangen kénnten‘‘, und dieses cet. par. durch falsche Darstellung 
der GréBe ,,Gesamtkreatinin“. 


Kritische Stellungnahme zu den alteren Methoden, neue Analyse- 
verfahren. 


Inzwischen erschien nun (1918) eine grindliche kritische 
Studie von Greenwald und Mac Guire, die auBer der Be- 
griindung eines durchaus neuen Analysenschemas auch gute 
methodologische Beobachtungen vermittelt*). Bald darauf publi- 
zierte Denis (1918) eine abgeartete Form des urspriinglichen 
Ganges der Analyse). Endlich brachten Folin und Wu (1919) 
in ihrem System neue Vorschriften*)* Auch die beiden letzt- 
genannten Arbeiten enthalten kritische Gesichtspunkte. Von be- 
sonderem Werte fiir das vorliegende Gebiet mu8B — auch wenn 
die Methodik sich den iibrigen neuen praktisch nicht gleichwertig 
erweisen sollte — die Arbeit Greenwalds sein, die gewisser- 
mafen den umgekehrten Gang der Analyse anstrebt und daher 
fiir einen Teil der Fehlerméglichkeiten Anhalt enthalten diirfte. 

Durch die neuen Arbeiten, ihre Befunde und den 
inihnenenthaltenen Stand der Kritik und vergleichen- 


1) W. D. Wilson u. E. D. Plass, Journ. of Biolog. Chem. 29, 413. 1917. 

2) Siehe bei Greenwald. 

3) loc. cit. 

4) J. Greenwald u. G. M. Mac Guire, Journ. of Biolog. Chem. 
34, 103. 1918. 

5) W. Denis, Journ. of Biolog. Chem. 35, 513. 1918. 

*) O. Folin u. Hs. Wu, ,,System der Blutanalyse“. Journ. of Biolog. 
Chem. 38, 81 ff. 1919. 
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den Methodologie sind die Fragen der Kreatininimie 
zugleich mit der der Kreatinamie, besonders des gene- 
tischen Zusammenhanges beider, véllig neu aufgerollt. 
Es handelt sich einmal darum, die neuen Urteile untereinander 
abzuwiagen, da sie zweifellos nicht durchaus dieselbe Fassung 
zulassen. Vor allem aber ergibt sich die Aufgabe, die neugewon- 
nenen Gesichtspunkte einmal mit den kritischen AuSerungen der 
Jahre 1916/1917 (Wilson und Plass, Hunter und Camp- 
bell u. a) in Verbindung zu bringen und sie ferner an den dlteren 
Standpunkten zu messen. Wichtig ist in dieser Hinsicht eine 
AuBerung bei Folin und Wu (1919), die die alte Methode, falls 
es winschenswert sein wirde, als geeignet zur Durchbildung 
hinstellt. 

Praktisch genommen will der Inhalt obiger methodologisch 
gefaBter Formulierungen folgendes besagen. Die bisher — von 
Folin, Myers, Feigl u.a. gewonnenen — z.T. mit groBem 
Aufwande erzielten Ergebnisse sind an geeigneten Materialien 
zu sichten und auf ihre Stichhaltigkeit, ja weiterhin auf ihren 
Wert oder Unwert zu priifen'). Es handelt sich also darum, ein 
groBes Quantum beschreibender (normaler oder pathologischer 
Ergebnisse, die als solche durchaus neue Bereicherungen der 
Chemie des Blutes sind, zu erharten oder zu streichen, wobei 
letzteres auf véllige Neubearbeitung der Gebiete hinaus- 
laufen muB, oder sie durch etwaige Interpolationen indirekt zwecks 
Ausdeutung zu erhalten. Dabei nehmen priformiertes Kreatinin 
einerseits, Gesamtkreatinin und -kreatin andererseits getrennte 
Standpunkte ein. Ersteres wird sich im Zweifelsfalle leichter ab- 
wickeln lassen. Die Riickwirkungen auf diagnostisch-prognostische 
Verwertung diirfen dabei schon jetzt mit beriicksichtigt werden. 
Im iibrigen aber ist es mit den beschreibenden Daten fiir die drei 
Sonderformen des Gebietes allein — so groB die Sache an sich 
schon ist — nicht erledigt. Bekanntlich sind sowohl das Gebiet 
der ReduktionsgréBen (d. i. spez. das Blutzuckerproblem durch 
die Restreduktion) wie auch das System des NichteiweiB-N weit- 
gehend an den Urteilen interessiert, die iiber die Ergebnisse im 
Kreatinin und Kreatin gesprochen werden. 


1) Literatur und Ergebnisse speziell bei Joh. Feigl] (Kreatinin I); 
diese Zeitschr. 81, 14. 1917 sowie 94, 84. 1919. 
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Beide Fragen sind in erster Linie von Feig] an gréBeren Materialen') 2), 
in kleinem Ausma8e auch von M yers®) in Arbeit gnommen worden. Dieser 
Forscher hat, das RN-Gebiet betreffend, Strukturschemata fiir einzelne 
Faille entworfen, und ersterer hat, jene generell durchbildend, die Kreatin- 
fraktion zur Formulierung des berechneten Aminosiure-N (gegen Bangs 
summarischen A.-N und in Riicksicht auf den direkt bestimmbaren A.-N) 
in die GréBe (N +) aufgenommen, die sie durch ihre relativ hohen Werte 


(gegen Ur N und Kreatinin) weitgehend beeinflu8t‘*). In Sachen der Rest- 
reduktion liegt mutatis mutandis die Sache ebenso kompliziert. Patho- 
chemische Blutbilder beider Kreise werden naturgemiB weitgehend beein- 
fluBt und daher der Revision bediirftig sein). 

Gemeinsam ist den genannten drei neuen Arbeiten, die den 
AnstoB zur Revision der Frage enthalten, im wesentlichen nur 
eine Manipulation, die sich aber schon bei Wilson und Plass 
in durchgebildeter Form®) sowie viel friiher bei Rona angedeutet 
finden la8t’7), namlich die véllige Scheidung der Bedingun- 
gen der EnteiweiBung von dem reaktiven Vorgange 
der Bestimmung des Kreatinins. Die Vereinigung beider 
Stufen durch Anwendung von Pikrinsiure nach der Folinschen 
Technik von 1914, beibehalten von Folin und Doisy, enthielt, 
iuBerlich betrachtet, einen groBen Vorteil. Indes ist, was nament- 
lich die praktische Anwendung belangt, auch die Trennung der 
beiden MaBnahmen keine Mehrbelastung gewichtiger Art. Sie 
ist, wie wir heute sagen miissen, in den Kauf zu nehmen. 

In der das Nétige enthaltenden Einzelbesprechung der diffi- 
zilen Fragen beginnen wir mit der relativ kompliziertesten Arbeit, 
zugleich der altesten in der genannten Serie, der von Green- 
wald und Mac Guire (1918)§). 


1) Joh. Feigl, diese Zeitschr. 77, 224. 1916. 

*) Joh. Feigl, Archiv f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 83, 5/6 
(VII. Mitt.), 335. 1918; ebenda 3/4 (IV. Mitt.), 271ff. — Ders., diese 
Zeitschr. 84, 1/2. 1919, sowie Arztl. Verein zu Hamburg 2. V. 1916, ferner 
diese Zeitschr. 86, 48. 1918 (daselbst altere Literatur). 

3) V. C. Myers u. W. G. Lough, Arch. Inter. Med. 16, 536. 1915, 
daselbst Literatur, sowie 17, 570. 1916 (mit M. S. Fiul). (schematisches 
RN-Bild fiir ,,Nephritis“). 

4) Joh. Feigl, Zeitschr. f. d. ges. experim. Med. 8. 1919. 

5) Joh. Feigl, diese Zeitschr. 86, 48. 1918. 

6) D. W. Wilson u. E. D. Plass, Journ. of Biolog. Chem. 29, 413. 1917. 

7) P. Rona, diese Zeitschr. 27, 348. 1910 sowie loc. cit."). 

8) J. Greenwald u. G. M. Mac Guire, Journ. of Biolog. Chem. 
34, 103. 1918; daselbst Literatur. 
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Die Autoren gehen von der Betrachtung der Folinschen Methode 
aus. Sie schlieBen, daB die Auffassung, Kreatinin und Kreatin seien (allein) 
die in der Farbentwicklung gespiegelten Faktoren, angesichts der Technik 
wenig iiberzeugend sei, und wollen darauf hinaus, daB Methoden, die zu 
niederen Werten disponieren, dabei aber in reinen Lésungen prinzipiell 
richtig und zur vélligen Erfassung der gesuchten Stoffe in Extrakten ge- 
eignet sind, der Wirklichkeit um ein betrichtliches niherkommen. Sie 
bezweifeln mithin glatt den inneren Wert der bisher souveriinen Verfahren. 
Der Myersschen Modifikation werden noch héhere Werte zugesprochen ). 
Die Vorschriften von Gettler und Baker werden in extenso aufgefiihrt, 
diskutiert und abgelehnt (Fehler u. a. durch EinfluB des Oxalatzusatzes, 
unreine Pikrinsiure, anfechtbare empirische Durchrechnung des Biochromat- 
maBstabes)*). Die von Wilson und Plass durchgefiihrte Technik — 
tibrigens sichtlich ein Ansto8 zur Inangriffnahme der methodischen Re- 
vision in den drei neuesten Publikationen — fiihrt zwar zu niederen Zahlen; 
indes bleibt nach Greenwald das von diesen Autoren nicht durchgepriifte 
Bedenken bestehen, daB die Isolierung (HeiSkoagulation, Nachklirung, 
Einengen)*) zu Verlusten fiihren kénne. Die schon genannten Studien 
iiber die colorimetrischen Qualititen der Pikrinsiiure werden zur Grund- 
lage gemacht. 

Von groBer theoretischer Bedeutung und iiberdies ungemein instruktiv 
als Material zur Kenntnis der Gesamtfrage ist folgende, auf die M yerssche 
Technik bezogene Feststellung. Sie trifft einen der wichtigsten Punkte 
des Verfahrens, der in der Folin - Doisyschen Arbeit den Kern der Modi- 
fikation darstellt. Wird Blut mit Wasser und Pikrinsiure (10,0 ccm 
+ 40,0 ccm + Uberschu8 iiber Sittigungsbetrag) griindlich mehrere Mi- 
nuten geschiittelt, so erhielt Greenwald titrimetrisch (Methylrot) 80% 
Sattigung des Filtrates an Siure. Leichte Abartung der Technik (z. B. 
energisches Riihren mit Staben) fiihrt zu 10 proz. Sattigung. Diese — doch 
sehr weiteren Méglichkeiten offenstehenden — Differenzen (s. u.) tragen 
(wenn man noch die Voraussetzung colorimetrisch ungleichwertiger Saure 
miteinbezieht) erhebliche Fehlerbreiten in sich. Greenwald geht im 
gréBeren Mafstabe von einem zu 80% Sittigung gebrachten Blutfiltrat 
aus und bestimmt (relativ angesetzt) fiir 90%, 70%, 40%, 20% Sattigung 
die errechneten absoluten Betriige an gefundenem Kreatinin zu beziiglich 
2,22 mg, 2,07 mg, 1,85 mg. 1,21 mg (fiir 100 ccm Blut). Der Fehler liegt 
dann cet. par. in den verschiedenen Farbertrigen bei dem Abfall des Sit- 
tigungsgrades in der Stammlésung (100%) zu denen in den Versuchen; die 
Ursache, ist der Farbbeitrag des Pikratmediums, in dem die Reduktion 
durch Kreatinin zu messen ist. 

1) V. C. Myers u. M.S. Fine, The Postgraduate 30, 39. 1915; siehe 
ferner bei Feigl (Kreatinin I). 

2) A. O. Gettleru. W. Baker, Journ. of Biolog. Chem. 25, 214. 1916. 
— A. O. Gettler, ebenda 29, 47. 1917. — A. O. Gettler u. R. Oppen- 
heimer, Journ. of Biolog. Chem. 29, 47. 1917. 

’) S. R. Benedict, spiter J. C. Bock bildeten die Technik durch, 
loc. cit.; ferner Journ. of Biolog. Chem. 20. 1915; ebenda 38. 1916/17. 
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Es ist klar, daB Folin und Doisy hier die rein technische Fehler- 
miglichkeit als Folge verschiedener Untersuchungspraktiken ganz be- 
deutend senkten. Immerhin trifft der Einwand nur zu, wenn die Vor- 
schriften nicht befolgt wurden. Es ist immer gesagt worden, da8 die Technik 
so streng wie méglich zu nehmen sei und da8 man Versuch und Vergleich 
auf tunlichst gleiche Sattigung mit Pikrinsiure zu bringen habe. Wenn 
durch mangelnden fachlichen Blick in dieser Hinsicht gesiindigt wurde, so 
trifft der Vorwurf jedenfalls nicht die methodischen Anweisungen Folins 
und der iibrigen ersten Untersucher. Der praktische Wert dieses Green- 
waldschen Versuches ist sehr hoch zu veranschlagen und die Ausprobung 
instruktiv und sehr dankenswert. Wenn man obigem noch etwas hinzu- 
setzen wollte, so wire es der dringende Hinweis auf die weiten patho- 
chemischen Konstitutionsschwankungen von Vollblut und Sauren in ihrer 
EinfluBnahme auf die weiteren Siattigungsgrade der Filtrate. Erschwert 
sind obige Fehlerquellen noch dann, wenn die Kreatiningehalte (Versuch, 
Vergleich) iiber ein gewisses MaB abweichen. Nach Greenwald reicht der 
alte Ansatz nicht. Man nehme stets 0,2, 0,4, 0,3, 1,0, 2,0 mg fiir 100 com 
Fliissigkeit. 

Obige Diskussion bringt — abgesehen von allem tibrigen 
(s. u.) — die Kreatininwerte dann zu Falle, wenn genannte Forde- 
rungen nicht erfiillt sind. Anders mu8 das sein, wenn man ihnen 
gerecht wird. Eine wichtige Aufgabe (s. 0.) der Kritik iiber be- 
stehende Ergebnisse kniipft sich an die Grade: Sattigung zu 
100%, zu 90%, zu 80°, (und allenfalls zu 70%). Von 90% zu 
70% bringt die Arbeit den Abfall von 2,22 mg auf 2,07%. 

Die (nach Ablehnung obiger) von Greenwald und Mac 
Guire entworfenen Methoden zeigen folgende Richtlinien. 


I. Gesamtkreatinin. A. EnteiweiBung durch die HeiSkoagula- 
tion. Schnelle Einengung auf das halbe Volumen. Nachklarung a) mit Ferri- 
hydroxydkolloid, b) mit Trichloressigsiure zum Gehalte von 10%. B. Ent- 
eiweiBung nach der Trichloressigsiiuremethode (5% bis 10%, entsprechend 
verdiinnt) nach Greenwald. Fiir vorliegende Arbeitsmethoden sind altere 
und neueste Studien des Autors itiber RN maBgebend. Letztere Vorschrift 
— 4,0ccem Blut in einem Filtratvolumen von 40,0 ccm — wurde theo- 
retisch bevorzugt. Die Methoden leisten véllige Erfassung der gesuchten 
Fraktion. 

II. Analysengang. Es wird Kreatin direkt, Kreatinin durch Rech- 
nung ermittelt. Kreatinin ist durch Kaolin praktisch véllig adsorbierbar, 
Greenwalds Vorgehen bewegt sich in einer Richtung mit dem von Folin 
und Denis (1906, Kohlenmethode'); direkte NeBlerisation des Harns 


1) O. Folin u. W. Denis, Direkte NeBlerisation. Journ. of Biolog. 
Chem. 26, 473—507. 1916; siehe spez. NH, im Harn in dieser Zeitschr.: 
Joh. Feigl, 84, 331. 1917. — Sjéllemau. Hesserky, ehenda. — Spitere 
Versuche hierzu betr. dem a-Amino-N: N. Okada, Journ. of Biolog. Chem. 
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(Ur N, Ammoniak) verlangt Entfernung des Kreatinins, da es das Reagens 
reduziert) und dem von J. Bang, der die Kohlemethode zuerst mit des 
Formoltitration des Amino-N im Harn verband'). Diaminosiuren, Krea. 
tinin, Purin, kurz NH,-haltige und NH-haltige basische Stoffe werden 
adsorbiert. Greenwald erbringt den Beweis, da8 Kreatin nicht adsorbiert 
wird, Kreatinin dagegen véllig (Folin: mindestens 90%). 

Die Technik charakterisiert sich als ,direkte“ Kreatinbestim- 
mung. Blut wird in 5 Vol. 0,03n-Essigsiiure eingetragen, gekocht, durch 
vorsichtiges Nachtropfen von Essigsiiure véllig koaguliert, wobei der vorher 
noch briunliche Schaum farblos wird und den Umschlag anzeigt. Das 
klare Filtrat wird gekiihlt, der Riickstand hei®B nachgewaschen. Feststel- 
lung des Volumens, evtl. auffiillen. 5,0 bis 10,0 g reinen Kaolins werden 
eingetragen und mit der Fliissigkeit sehr gut gemischt. Der friiher noch 
deutliche Schaum ist zart und nicht mehr bestaindig. Nun kommen noch- 
mals 5,0 bis 10,0 g Kaolin hinzu und fiir 100 ccm Vol. 1 Tropfen Eisessig. 
Dieser ballt das Koagulum und erleichtert die Filtration. Ein Volumen 
Filtrat, das 10,0 ccm bis 40,0 ccm Blut entspricht, wird mit 3,0 ccm 1/,n- 
HCl auf 5,0ccm eingedampft. Bei Menschenblut geniigt ein geringeres 
Filtratquantum. Dann hilt man 3 Stunden lang heif, noch unter dem 
Siedepunkte (Heizplatte). Nach dem Abkiihlen erfolgt die Bestimmung: 
Neutralisation mit 10% NaOH gegen 1 Tropfen 0,05 proz. Methylrotlésung. 
15,00 gesittigte Pikrinsiiure, dann 3,0 ccm 10 proz. NaOH. 10 Min. Stehen. 
Auffiillen zu 100,0 ccm. Filtration (leichte Triibungen kommen vor). Die 
Standards enthalten die gleichen Ingredienzien. 


An ihre Methodik kniipfen die Autoren folgende, das Gesamt- 
problem weitgehend belangende und seiner Erérterung sehr 
férderliche Erwigungen und Schlubfolgerungen. 


Die Kreatinwerte fallen cet. par. niedriger aus als die durch Auto- 
klavieren erhaltenen. Letztere sind zu hoch. (Es muB an die Methodik 
von 8. R. Benedict erinnert werden; F.) Die Kreatininwerte (berechnet) 
sind zweifellos nicht absolut genau, aber immerhin ,,Maximalzahlen“. Die 
EnteiweiBungsmittel bringen Differenzen. Kaolin schligt u.a. basische 
Stoffe nieder, die beim Erhitzen mit HCl die Fahigkeit (durch Hydrolyse) 
zur Beteiligung an der Pikratreduktion erlangen. Daher fallen die ,,direkten“ 
Zahlen (Folins) zu hoch aus. Ob alle reagierende Substanz Kreatinin ist, 


steht dahin. Interferenten kénnen nicht sehr bedeutend sein. (30 mg Ur, 


100 mg Glucose, 5 mg Ut, der Methodik angepaBt zur Analyse gebracht, 
ergeben Farbbildung im Betrage von 0,1 mg Kreatinin [2% bis 3% des 
tatsichlichen].). Kreatinin wird adsorbiert (s. u.). 1,42 mg bis 4,71 mg zu 
Blut gesetzt, erscheinen mit Fehlern von -+-0,20 bis —0,02 in angemessenen 
Versuchen wieder. Kreatin (rd. 2,8 mg zugesetzt zu Blut) erscheint in 
Filtraten voll wieder. 

In Anlehnung an die Kurve von Hunter und Campbell wird er- 
mittelt, daB in 5 bis 10 Min. die Farbmaxima — stabil fiir 1 Stunde — 

1) J. Bang, diese Zeitschr. 72, 95. 1916. 
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gefaBt werden und daB es sich nicht um eine monomolekulare Reaktion 
handelt'). In Blutfiltraten ist die relative Geschwindigkeit gegeniiber 
reinen Lésungen hoch. Greenwald denkt an ein anderes ,,Chromogen“ 
oder (in Eisenfiltraten) an katalytische Einfliisse. Nachhinkende Anstiege 
(spater als 10 Min.) kénnen von mitbeteiligter Glucose eingebracht werden. 
Die Abweichung gegen Hunters Kurven kann darin liegen, daB Green- 
wald den fraglichen Faktor ausschlieBt. Greenwald kehrt aber zu der 
Auffassung zuriick (die friiher Feigl ahnlich vertreten hat), daB ein Re- 
aktionskomplex in Blutfiltraten sich herausbilden kénne, der der Licht- 
reduktion reiner Lésungen verwandt sei. 

Die nach obiger Methode erhaltenen Werte sind unten be- 
sprochen. 

Die Arbeit von Denis (1918) enthielt folgende Gesichts- 
punkte?) : 

Der Autor hat eine promptere Methode im Auge; er vermutet von 
ihr zwar keinen héheren theoretischen Wert als von obiger. Indem er RN 
und die Kreatinfraktion aus einem Extrakte bestimmt, erweist sich sein 
Vorgehen als Vorliufer des Folin-Wuschen Systems. Die EnteiweiBung 
mit m-Phosphorsaure nach Folin und Denis ist in dieser Zeitschrift von 
Feigl und von Sjollema behandelt worden. Sie fiihrt zu Verdiinnungen 
von 1:5. Aus 10,0ccm Blut wird mit je 10,0 com Filtrat auf beide Stoffe 
hingearbeitet. Die Einzelausfiihrung der Bestimmung des priformierten 
Kreatinins mag in Handbiichern oder in Referaten eingesehen werden. 
Reifung: 10 Min. Standards (Norm) 0,01 mg und 0,02 mg; (Krankheiten) 
0,03, 0,04, 0,05, 0,08, 0,1 mg in 25,0ccm Volumen. Stammlésungen des 
Kreatinins in gesittigter (reinster, lichtgeschiitzter) Pikrinsiure. Abzwei- 
gung und Ausgleich des Sauregehaltes in Versuch und Vergleich. 

Gesamtkreatinin (im alten Analysengange): Autoklavieren der 
Phosphorsiureextrakte bei 120° oder (10,0 ccm Filtrat -+- 72,00 Wasser) 
3stiindiges Erhitzen auf Heizplatte. Verluste bei Extraktion oder im 
Reaktionsverlauf stellt Denis in Abrede. Die Methode umgeht nach 
Denis die den Farbertrag steigernden Interferenzen der Stammethode 
Folins. 

Die nach Denis erhaltenen Werte werden unten besprochen. 


Folin und Wu haben (1919) die Bestimmung von Kreatinin 
und Kreatin im bisherigen Analysengange neu aufgebaut und 
innerhalb des ,,Systems der Blutanalyse“ auf die EnteiweiBung 
mit Wolframsaure bezogen*). Diese ist von Feigl als Problem 


1) A. Hunter u. W. R. Campbell, Journ. of Biolog. Chem. 32, 
195. 1917. 

2) W. Denis, Journ. of Biolog. Chem. 35, 513. 1918. 

3) O. Folin u. Hs. Wu, Journ. of Biolog. Chem. 38, 81 ff. 1919 (Sy- 
stem der Blutanalyse), EnteiweiBung S. 82—86; Kreatinin und Kreatin 
S. 98—100; Tabelle itiber RN-Bilder 8. 109. 


Biochemische Zeitschrift Band 106. 18 
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der Isolierung des Gesamt-RN bearbeitet worden’). Die Methodik 
an sich, auch die Einzelheiten der speziellen Analyse der Kreatin- 
fraktion, sind inzwischen in Referaten und Handbiichern nieder- 
gelegt, so daB von ihrer Beschreibung abzusehen sein diirfte?). 
Folin selbst auBert sich iiber die alte Methodik, ,,sie habe Kreatin 
zu hoch wiedergegeben — auf dem Wege iiber ,,Gesamtkreatinin™. 
Er sieht eine Hauptquelle in der Bildung von reduktionskriftigem 
H,S beim Autoklavieren. 


Ma8stiblich unterscheidet sich das Vorgehen im ,,System“ Folins 
von dem bei Denis und bei Greenwald’). Folins Wo-Filtrate sind 
Blutverdiinnungen 1 : 10. Priformiertes Kreatinin wird mit 1,0 ccm Blut 
bestimmt, Gesamtkreatinin mit 0,5 ccm. Die Anhydrisierung erfolgt (also 
in 5,0cem Blutfiltrat) mit 1,0ccm "/,-HCl im Autoklaven bei 130° 
wahrend 20 Min. Erhitzens. Auch das parallel vorgeschriebene Vorgehen 
fiir die Harnstoffspaltung — 155°; 10 Min. — ist zulassig und in Hinsicht 
auf die analytisch-technische Vereinheitlichung angebracht. Die Reaktion 
wird in beiden Fillen mit alkalischem Pikratgemisch bewirkt, das frisch 
anzuwenden ist. 25,0 ccm gesittigte Siure + 5,0ccm 10proz. NaOH. 
Fiir praiformiertes Kreatinin nimmt man 10,0ccm Blutfiltrat (1: 10 
= 1,0ccm Blut), 5,0ccm Pikratgemisch und fiillt nach Priifung (8 bis 
10 Min.) auf 20,0ccm auf. Langste Frist 15 Min; gleichzeitig zu bewiil- 
tigende Ansiitze daher héchstens 3 bis 5. 

Die Standards sind neu entworfen, rechnerisch vereinfacht und bei 
etwa kreatininreichen Fiillen kann die zur Analyse nétige Blutmenge 
noch weiter gesenkt werden. Bei den Standards des Gesamtkreatinins 
wird der Versuch (2/,-HCl) genau nachgebildet. 


Vergleichende Beurteilung der neuen Vorschriften. 


Uber die nach obigen Methoden von den Autoren erhaltenen 
Ergebnisse — die dringend der Erweiterung und des Ausgleichs 
bediirfen — ist folgendes zu sagen: 


A. Gesamtkreatinin: 


1. Greenwald und Mac Guire: 3,0 mg bis 5,0 mg fir 
100 ccm normales Menschenblut*). 


1) Joh. Feigl, diese Zeitschr. 101, 62. 1919. 

*) Ref. im Chem. Centralbl. Nr. 2. 1920; Handb, d. biolog. Arbeits- 
methoden (Blutanalyse). Artikel: RN-Gebiet (Feigl) (Aminosiure-N). 

8) Siehe oben die Detailvorschriften. 

4) J. Greenwald u. G. Mac Quire, loc. cit. 8. 117 sowie Tab. IX 
u. X, 8. 115 u. 116. Die Autoren stellen weiteres Material in Aussicht. 
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. Denis (soweit dem Material zu entnehmen): 4,0 mg bis 
8,0 mg, eng gelagert nur 6,0 mg’). 

. Folin und Wu: Mittelwert von 6,0 mg (Norm)?). Viele 
Zahlen zwischen 5,5 mg und 6,0 mg. 

Wir haben es in vorliegendem mit groBen Abstinden zu 
tun. Sie werden noch verschirft einmal dadurch, daB Green- 
wald und Mac Guire streng formulieren ,,alles iiber 5,0 mg ist 
schon verdichtig, 6,0 mg sind pathologisch, 10,0 mg kritisch*; 
d. h, also, die obere Grenze der Norm ist mit 5,0 mg zu ziehen. 
Denis’ Leichtkranke kénnen hier eingesetzt werden; besser je- 
doch ist die einschligige Neubearbeitung. Tut man ersteres, so 
gewinnt man 6,0 mg als Mittel, was sich mit Folin und Wu 
deckt. Uberschiisse tiber 6,0 mg sind also auch — nach obigem — 
fiir die Norm zulissig. 

»Gesamtkreatinin’’ sollte in den drei Techniken ferner der sicherste 
Punkt sein. Da aber Folin und Wu autoklavieren, Denis dies speziell 
mit Erhitzen auch tut, Greenwald nach Benedict vorgeht und anders 
enteiweiBt, so ergeben sich hier die Ansitze fiir ausgleichende und aus- 
wahlende Kritik von selbst?). NaturgemaB miissen die so weit auseinander- 
strebenden Urteile im Interesse der Sachlage iiberpriift werden. 

B. Praformiertes Kreatinin: 

1. Greenwald und Mac Guire: Verglichen mit den 
Zahlen nach Folins Technik (in leichter Modifikation 
gewonnen) sind die Werte durchgehend niedriger, 
meistens sogar ganz betrichtlich‘*). 


1) W. Denis, loc. cit. 8. 515, Tab. I, S. 516. 

2) loc. cit. 

8) Siehe die methodischen Einzelvorschriften. 

4) Die reichhaltigen Tab. IX (allgemeine Patienten) und Tab. X 
(Morb. Brightii) — loc. cit, — sind vermutlich kaum im ausreichenden 
Grade zugiinglich. 

Es seien zitiert aus Tab. IX folgende Zahlen nach Folin (modifiziert 
Greenwald) bzw. nach Greenwald und Mac Guire: 2,47 : 0,47; 
5,24 : 2,43; 6,67: 0,83; 2,36: 1,19; 2,20: 0,85; 1,92: 0,88; 2,27 : 0,27; 
aber auch 1,38 : 1,89 und 2,17 : 2,40 und 1,96 : 2,42 und 2,00 : 2,61 neben 
anderen, auch mehr gegenseitig angeniherten Werten. — Tab. X bietet 
folgende Zahlen: 5,14 : 2,32; 10,3 : 4,4; 15,0: 7,3; 24,4 : 11,4; 27,5: 13,3 
neben anderen, z. T. sich nihernden und einigen refraktéren, von den 
Autoren zuriickgezogenen Zahlen. 

Kreatinzahlen (Tab. IX) 4,33: 4,69; 7,22: 2,43; 3,09: 1,93; 
8,96 : 3,00; (Tab. X) 1,6: 2,6; 10,1 : 9,2 (von den Autoren besonders er- 
wahnt); 3,1 : 3,47; 7,6: 8,0; 7,3: 8,8 u. a. 


18* 
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. Denis’ Kreatinin fallt nur wenig niedriger aus als nach 
Folin. 1,3: 1,0 diirften die gréBten Abstande dar- 
bieten. (Allgemeine Patienten, etwa die entsprechenden 
Seiten bei Feigl, loc. cit.) 

. Folin und Wu: Ohne Vergleiche gewonnen, patho- 
logisch nicht, dagegen (vgl. Greenwald und Mac 


Guire) durch RN und UrtN diskutierbare Zahlen. Bei 
RN (< 34,0 mg) fast ausnahmslos iiber 1,5 mg; Zahlen 
dariiber hinaus bis zu 2,0 sind auch in streng normalen 
RN-Bildern vertreten. 
. Kreatin fallt nach dem Gesagten in allen drei Arbeiten 
stark aus den bisherigen Befunden heraus. Es hangt zu- 
dem weitgehend vom Kreatinin (im alten Analysengange ab. 
1. Greenwald und Mac Guire: Norm: 1,4 mg bis 3,7. 
Die alteren Urteile (Feigl, Myers, Rosenberg) tiber 
pathologisches Anwachsen bei Nephritis werden be- 
staitigt. Die Vergleiche gegeniiber Folin (s. FuBnote). 

. 3. Denis’ sowie Folins Zahlen sind wesentlich enger 
geschlossen, jedenfalls hart an 5,0 mg gelagert, héher 
als die Greenwalds. 

Die Kreatinwerte erscheinen (nach A) in den neuen Methoden’ 
relativ niedriger. Gemeinsam ist die Ablehnung aller hohen Zahlen 
der alteren Reihen. Indes bestehen insofern Differenzen (ab- 
gesehen von den nicht direkt vergleichbaren Methoden), als Folin 
wie auch Denis héhere Zahlen zulassen als Greenwald. Aufs 
engste mit der kritischen Seite des praformierten Kreatinins (B) 
zum gesamten Kreatinin (A) verkniipft, erfahrt die Summe eine 
andere Aufteilung. Es liuft also — was die ziemlich einheitlichen 
Urteile ersterer betrifft — darauf hinaus, ,,Kreatin direkt‘ und 
,».Kreatin mittelbar bestimmt einander zu vergleichen. 

Entscheidend ist — nach der Auffassung unserer eigenen 
Arbeit und als Kriterium zwischen Folin wie Denis einerseits 
und Greenwald andererseits — die Auswertung der Kreatinin- 
frage. Hier steht letzterer insofern allein, als er selbst seiner 
Methodik hinsichtlich Kreatinin den schwachsten Punkt zuweist. 
Die Werte miissen, dem Gange nach, die relativ ungewissesten 
sein. Sie sind auch weitgehend ,,unregelmaBig“ und sowohl 
essentiell wie methodisch kaum schematisierbar. Der direkte 
Vergleich zu Denis drangt sich auf. Beide Autoren lehnen sich 
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an Folins alte Technik an. Indem aber des ersteren Werte hier 
weitgehend proportional geschlossen durch die immerhin enge 
Reihe gehen, tun des letzteren Werte das nicht. Hier klafft, wenn 
man auch Folin und Wu hinzunimmt, die groBe Liicke. Denis 
und letztere bringen Zahlen, die man — abgesehen von den 
absoluten Héhen — in einer Linie diskutieren kann. Sie sind 
durch Denis’ Parallelen und durch Folin und Doisys Ver- 
gleiche mit Folins Technik (von 1914) und durch Myers’ und 
Feigls Zahlenreihen zu einem Bilde geformt, Ganzlich abfallend 
sind Greenwalds Vergleiche. 

Greenwalds Arbeit schlieBt mit dem Bedenken, daB ,,chro- 
mogene Substanz und Kreatinin noch nicht identifiziert seien‘*. 
Das ist dasselbe, was Feigl friher sagte. Nach ihm hat man sich 
immer noch auf den Standpunkt zu stellen, daB die Reaktion 
unspezifisch und komplex ist und die Methode konventionellen 
Charakter tragt, wenn auch die Nebenerscheinungen nicht einmal 
geniigend beschrieben und zumeist sicher nur etwa 10% der ge- 
samten Reaktion ausmachen (Norm). 

Sieht man also nach Denis (1918) wie nach Folin und Wu 
(1919) fiir ,,praformiertes Kreatinin‘‘ grundsitzliche Umgestaltun- 
gen nicht voraus, so muB zugegeben werden, daB die gemeinsame 
Betrachtung der drei Arbeiten nur das eine (Kreatin bzw. Gesamt- 
kreatinin) reformiert bzw. reformierbar darstellt, daB aber erheb- 
liche Verwicklungen der Frage neuerdings auftauchten. 


Vergleichende und beschreibende Materialien. 


Um aus diesen in Riicksicht auf bestehende Ergebnisse 
herauszukommen, wurden folgende Untersuchungen nétig, die 
z. T. Liicken in den kritischen Urteilen ausfiillen muBten, weil 
eben diese nicht schliissig genug sind. 

In den Kreis der Denisschen Reihe sind streng gesichtete 
Normalfille in tunlichst vollstiindigen Analysen einzufiigen. 
Ebenso — und noch dringender — ist der absolute Zahlenbereich 
— bei Denis mit 1,3 mg praformiertem Kreatinin abschlieBend - 
nach oben hin ganz betrachtlich zu strecken. Die Literatur 
(Myers, Folin, Feigl, Woods) kennt (altere Technik 1914, 1917) 
Werte bis zu 30,0 mg hinauf. Ferner sind hierhinein Gesichts- 
punkte zu tragen, die (RN-Gebiet) die komplexen Verhiltnisse 
zu durchschauen gestatten (s. 0.). 
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In die Folin-Wuschen Materialien ist — schon in Riick- 
sicht auf Denis’ und Greenwalds Belege — der Vergleich mit 
der von beiden zugrunde gelegten alteren Technik hineinzutragen. 
Gerade hier wiirden die héheren Werte von Interesse sein, wenn 
in beiden Reihen die Befunde gestreckt wiirden. 

Zieht man nun die Arbeiten von Folin und Wu wie von 
Denis zusammen, so sieht man (s. 0.) auffallende Abstiande in 
den absoluten Werten. Ob sie methodisch oder durch den Cha- 
rakter der Fille bedingt sind, ist entsprechend zu priifen. Das 
kommt einem direkten Vergleich beider Verfahren zugute, die 
doch durch den Arbeitsgang aufs engste verkniipft erscheinen, 
obschon technisch differierend. 

Was das ,,Gesamtkreatinin“ betrifft, so miissen die Tech- 
niken nach Wilson und Plass, nach Greenwald und Mac 
Guire, nach Folin und Wu, nach Denis tunlichst auf gleicher 
Basis verglichen werden; damit ergibt sich die Frage nach den 
evtl. Einfliissen des Autoklavierens. 

Endlich ist die ,,indirekte“ Kreatinbestimmung nach obigem 
der ,,direkten“ gegeniiberzustellen und die Greenwaldsche Vor- 
schrift in toto zu sichten. 

Der Standpunkt in Riicksicht auf praktische Durchfihrbar- 
keit aus deren Bedingungen ist zu wiirdigen. 

Tab. I gibt (Reihe I) 10 normale Fille, Gesunde guten Er- 
nihrungszustandes, voll untersucht (s. a. Nebenbefunde). Niich- 
ternwerte. Weitere Konstanten dieser Reihen dienen zugleich 
einer anderen Arbeit?). 

Hinsichtlich des priformierten Kreatinins: praktisch 
durchaus Ubereinstimmung; Gesamtkreatinin fallt bei Denis 
stark gegen Folin und Doisy ab (Einzelauflegung s. u.). 

Ebendort geben (Reihe II und III) charakterisierte, in typi- 
schen Nebenbefunden erliuterte pathologische Fille. Die Auf- 
lésung eriibrigt sich. Beziehungen zum ,,Blutzucker“ sind nicht 
streng faBbar. Kreatinin (praformiert) gibt zureichende Uberein- 
stimmung mit dem alten, dasselbe (gesamt) ebenso einen Abfall 
wie er sich in Reihe I darbietet. Dieses Absinken ist relativ, 
wie es scheinen mag, mit dem blutchemischen Komplex in ge- 
wissem Grade vereinbar. Die Faille von Morbus Brightii sind 


1) Uber anorganische Komponenten des Blutes nach neuveren Me- 
thoden. 
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Tabelle I. 


Zur Revision der Analysenmethodik von Kreatinin und Kreatin 
im Blute. 


Vergleichende Bestimmungen nach Denis (1918) und nach Folin- 
Doisy. Priaformiertes bzw. gesamtes Kreatinin in Milligramm fiir 
100,0 ccm Blut. Chemische Nebenbefunde (in Reihenfolge: BZ; RN; 
UrN; Aminosiiure N). Reihe I: Gesunde guten Ernahrungszustandes, 
durchgehend untersucht; Reihe II: Pathologische Fille A mit Neben- 
angaben; Reihe IfI: Fille von Morb. Brightii, urimische bzw. amina- 
cidimische Azotimien. 
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pathologisch nicht naher, sondern nur pathochemisch, nach 
RN-Strukturen (s. dort) definiert. Es finden sich hohe Werte. Pro- 
portional nimmt der Abfall des Kreatins bei Denis nicht zu. 
Das kann zu Schliissen im Greenwaldschen Sinne verleiten. 


Tabelle II. 
Zur Revision der Analysenmethode von Kreatinin und Kreatin 
im Blute. 


Vergleichende Bestimmungen nach Folin-Doisy, Denis, Folin- 
Wu. Priformiertes bzw. gesamtes Kreatinin in Milligramm fiir 100ccm Blut. 
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Tab. II bringt Material aus Tab. I (AderlaBblute), durch- 
gefiihrte Vergleiche zwischen Denis (1918), Folin-Wu (1914), 
Folin - Doisy (1917). Praformiertes Kreatinin ist bei Folin- 
Wu ein wenig héher als bei Denis, praktisch in den drei Me- 
thoden geniigend tibereinstimmend dargestellt. Gesamt-Kreatinin 
geht oben gegebenen Verhiltnissen nach, bei Folin-Wu etwas 
héher als bei Denis. 

Die Technik folgte hier genau den Originalvorschriften 
(nur Autoklavenspaltung). 
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Nach den Tab. [ und II ist im Beihalt zu Denis und Folins 
und Wus Zahlen ein Zweifel daran nicht mehr méglich, daB die 
revidierten Methoden des alten Analysenganges — Gesamt- 
Kreatinin, praformiertes Kreatinin dire kt, Kreatin durch Diffe- 
renz — far das praformierte Kreatinin Befunde ermit- 
teln, die sich von den bisher vorliegenden, streng nach den 
Originalvorschriften gewonnenen, praktisch nicht so weit ent- 
fernen, daf die Materialien gefaihrdet sind. Meines Erachtens 
sind sie — immer unter dem Eindruck der Auffassung, daB die 
Methode konventionellen, unspezifischen Charakters mit iiber- 


wiegender Betonung des Kreatinins ist — durch obige Belege 
erhartet und bestatigt. Dabei darf schon gesagt werden, dab 
cet. par. der klinisch durchgeprobte oder noch zu erhirtende 
diagnostische Wert des praformierten Kreatinins seine Bedeutung, 
auf obige analytische Basis gestellt, beibehalt (s. a. u.). Wieweit 


mit ,,gesamtem Kreatinin“ darin Erfolge zu erzielen sind, ist un- 
abhangig zu priifen (s. u.). Die alten Werte fir ,,Gesamt-Krea- 
tinin‘’ und fir Kreatin sind zu streichen und in paralleler Aus- 
fihrung neu zu schaffen. 

Die Gewinnung und Verwertung der Zahlen fiir ,,praformiertes 
Kreatinin“ auf der Greenwaldschen Grundlage erfordert ein 
Ausholen auf die Hauptetappen des dortigen Ganges. Damit ge- 
langen wir zunichst zur Revision der das ,,Gesamt-Kreatinin“ 
belangenden Vorschriften. Autoklavieren und direktes Erhitzen 
(Benedict) sind zu scheiden’). 

Zur Tab. III ist zu bemerken, daB die angezogenen Fille sinn- 
gemaB aus Tab. I iibertragen sind. Unter 1 steht jeweils die 
nach Vorschrift ausgefiihrte Autoklavenmethode, unter 2 die nach 
Greenwald- Benedict bewirkte Anhydrisierung unter Er- 
hitzen. Die Bezeichnung 1+ bedeutet, da8 die hier stehenden 
Werte die direkten Befunde (nach den Autoren) der Tab. I sind; 
2 enthilt demnach die technischen Abwandlungen. Unter 
Greenwald -Mac Guire bedeutet A die direkte Trichloressig- 
sduremethode, die also am weitesten den Denis - Folin- Wu- 
schen Zahlen sich anaihneln miBte. B ist die Hitzekoagulation 
+ Fe(OH),-Nachbehandlung, C dieselbe mit Trichloressigsaure. 


1) §. R. Benedict, Journ. of Biolog. Chem. 18, 191. 1914. — L. Bau- 
mann u. Th. Ingwaldsen, ebenda 25, 195. 1916. 
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Tabelle III. 


Zur Revision der Analysenmethodik von Kreatinin und Kreatin 
im Blute. 


Vergleichende Bestimmung des ,,Gesamtkreatinins“ I, mg Gesamt- 
kreatinin fiir 100 ccm Blut. 
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Es ist nachzutragen, daS die direkte Trichloressigsiure- 
methode, im Gange von Folin-Doisy bzw. von Denis bzw. 
von Folin-Wu ausgefiihrt, verglichen mit diesen hinsichtlich 
des ,,priformierten Kreatinins“‘, hierbei Werte gibt, die denen 
von Denis, damit den dlteren Folinschen und dieses Autors 
neueren Zahlen nahestehen, praktisch identisch ausfallt. Auch 
fiir die abgewandelten Techniken B und C trifft — wenn sie in 
den Gang Folins eingesetzt werden — das zu. Zur Ausschaltung 
weiterer, naturgem4B auf einer Basis zu priifender Abweichungen 
wurden die EnteiweiBungstechniken genau nach den Vorschriften 
gemacht, die tibrigen Stufen jedoch auf einen einheitlichen Stand- 
punkt — mafstablich und reaktiv —, den am weitesten vor- 
geschrittenen nach Folin und Wu versetzt. 

Aus den Ergebnissen der Tabelle ist zu entnehmen einmal, 
daB unter gewissen pathologischen Komplikationen die Auto- 
klaventechnik héhere Werte gibt als das bloBe Erhitzen. Die 
chemischen Blutbilder weisen hier auf Stoffe hin, die den Zu- 
stinden eigentiimlich sind und die wir noch zu _ beurteilen 
haben. Die Erscheinung selbst geht durch die ganze Reihe der 
EnteiweiBungen — fallweise ziemlich parallel. Sie ist relativ 
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gering zu veranschlagen in normalen Blutarten, so daB hier, so- 
weit Belegmaterial vorliegt, die Wahl des Anhydrisierungs- 
vorganges offen bleiben kann. Die in der Tabelle ersichtlichen 
komplizierteren Falle zwingen dagegen zur Erkenntnis, daB man 
sich nach weiteren Anhalten fiir die Auswahl des anhydrisierenden 
Faktors umsehen muB (s. u.). 

Technisch genommen scheint es, als ob — besonders in den 
komplizierten Fallen — die Trichloressigsiure dem Autoklaven- 
vorgang ungleichmaBiger unterworfen sei als die anderen Methoden. 
Das ist jedoch theoretisch anscheinend — praktisch sicher — von 
nebensiichlicher Bedeutung, da der Entwurf solches nicht vor- 
sieht. Unter den Methoden Greenwalds fallt fiir die Hitze- 
koagulationen in Kombination, besonders mit Fe(OH),, auf, daB 
die Zahlen durchgehend niedriger ausfallen als bei der direkten 
EnteiweiBung — jedenfalls sind hier Abstainde vorhanden, zu 
deren Erklarung noch weitere pathologische Materialien heran- 
zuziehen sind. Es kann einmal angenommen werden, daB Kreatin 
in geringem MaBe bereits anhydrisiert wird, daB die relativ lange 
Dauer Umsetzungen einleitet, ferner aber ist nicht von der Hand 


zu weisen, daB u. U. komplex-gebundenes Kreatin (oder reaktive 


Interferenten) durch Hydrolyse abgespalten, zum freien hinzu- 
trete. Im Einklang mit Greenwalds ausgedehnten Studien wird 
man — unabhangig von dem Zugestandnis, daB die Bestimmungs- 
form (zweite Stufe) und der MaBstab Einfliisse 4uBern — darauf 
hingewiesen, die EnteiweiSungsmittel als lenkende Faktoren fiir 
die den Farbertrag mehrenden Interferenzen anzusehen. Das 
fiihrt weiter zur Priifung der ,,direkten“* Kreatinbestimmung und 
ist offenbar nur an Hand dieser zu klaren. Versuche, nach Gree n- 
wald die Enteiwei®ung so zu lenken, daB sie ,,lauternd“ wirke, 
wurden mit P. W.8S. unter weitgehend komplizierter Technik ge- 
macht (Entfernung des Uberschusses). Sie lehren, daS dann der 
Betrag fiir priformiertes Kreatinin gegeniiber den mit einfachen 
litteln (m-Phosphorsiure — Wolframsiure — Trichloressigsiure 
— Fe(OH), [Al(OH),-Nachbehandlung] erhaltenen weiter sinkt. 
Doch trifft dies nicht fiir alle Kombinationen, etwa proportional 
geordnet, zu. 

In Tab. IV sind Versuche zusammengestellt, die von der 
,direkten“‘ Kreatinbestimmung im Sinne von Greenwald und 
Mac Guire ausgehen. Sie sind durchweg in héheren Mafstiben 
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Tabelle IV. 
Zur Revision der Analysenmethodik von Kreatinin und Kreatin 
im Blute. 


Vergleichende Bestimmung des Kreatins mit Riicksicht auf die 
»direkten“* Befunde an Material zur Aufklirung der Abweichungen 
gegeniiber den ,,berechneten“*‘ Werten. mg Kreatin in 100 ccm Blut. 
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ausgefiihrt als die analytischen, z. T. auf 50,0 ccm bis 100,0 ccm 
Blut gegriindet worden. Die Untergruppen der Vergleichs- 
methoden sind orientiert wie Tab. III (Greenwald A, B, C). Die 
Versuche zielen nur auf methodische, nicht auf beschreibende 
Verhaltnisse. Das Material ist, soweit angingig, nach klinischen 
und pathochemischen Gesichtspunkten typisiert, um Extreme fiir 
die bezeichneten Gruppen zu erzielen. Die relative farbmindernde 
Wirkung des Kaolinverfahrens im Vergleich zu den iibrigen Me- 
thoden wird hingelenkt der Hauptsache nach 1. auf héhere amin- 
acidimische RN-Fille, 2. auf Blutzusammensetzung bei aus- 
gesprochenen und schweren Kachexien, 3. auf Bilirubinimie des 
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anhepatischen Typus. Glykosurische Fille ohne erheblich kompli- 
zierte Blutbilder scheinen relativ wenig Einflu8 auszuiiben, doch 
ist das Verhalten schwankend. Direkt in Vergleich sind die beiden 
Prinzipien nicht zu bringen, da fiir die ,, Differenzrechnung“ immer 
noch die Anhydrisierung im Spiele ist. Die Einfliisse, welche — 
bei Ausfall der Adsorptionsbehandlung — ,,Kreatin“ kiinstlich 
erhéhen, miissen also in adsorbierbaren Stoffen bestehen. Es ist 
durch Bang und durth Folin und Denis (in den Studien letzterer 
zur ,,direkten NeBlerisation“’) bekannt, daB geeignete Adsor- 
bentien die basischen Aminosaiuren neben Kreatinin erfassen. 
Ebenso verhalten sich Proteinsiuren und Grenzgebilde des RN- 
Gebietes, sowie Komplexe niederen Grades aus Purinen usw. 
Man darf annehmen, daB gerade diese es sind, die bei der Hydro- 
lyse in Stoffe tibergehen, die in bezug auf die Farbreaktion des 
Kreatinins ,,chromogenen Charakter“ haben.. Zweifellos sind die 
einschligigen Vorginge sehr verwickelter Natur. Es fragt sich 
nun, ob man durch Fallung oder Adsorption in modifizierten 
RN-Techniken Kreatinin und Kreatin von diesen befreien kann. 
Bisher ist es nicht gelungen, ersteres von letzterem zu scheiden. 
Im Prinzip hat also die direkte Bestimmung des Kreatins eine 
hervorragende Bedeutung. Nun fallen aber, wie die Tabelle zeigt, 
schon in der Norm die einschlagigen Werte gegen die mittelbar 
erhaltenen ab. Man erhalt im Mittel 85%, oft noch weniger, 
selten mehr als auf letzterem Wege. Dieser Betrag ist unkonstant 
und hangt von der chemischen Natur des Blutes ab. 

Es betragt z.B. der nach Greenwald und Mac Guire 
dargestellte Betrag von den Werten der héhere Befunde liefern- 
den Reihen bei den normalen Fillen rd. 85°%, d.h. absolut ist 
der Abstand 0,8 mg fiir 100,0 ccm Blut oder rd. 15% von den 
jeweils héheren Zahlen. In der gréBeren Reihe ist der Abstand 
mit 15% bis 10% Fehlbetrag gegen Denis u. a. gegeben. Bei 
den hyperglykimischen Fallen lauten die Zahlen entsprechend 
87,5% bzw. 0,7 mg bzw. rd. 12%; bei den harnstoffreichen 
(typisch ,,uramischen‘‘) Azotimien (akute Glomerulonephritis) 
entsprechend rd. 86% bzw. 1,0 mg bzw. rd. 14%; bei den an 
Harnstoff relativ armen, aminacidimischen nephritischen RN- 
Bildern entsprechend rd. 81% bzw. 2,2 mg bzw. rd. 18%; bei 
den schwer kachektischen Fallen (besonders Ca u. a.) entsprechend 
rd. 72% bzw. 2,1 mg und bzw. 28%; bei den hamolytischen, 
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anhepatischen Bilirubinamien entsprechend rd. 64% bzw. 4,0 mg 
und bzw. 36%; bei den hepatischen Bilirubinimien entsprechend 
rd. 80% bzw. 2,0 mg oder 20%. 

Weitere Zahlen, die nicht mit aufgenommen sind, liegen in 
der gleichen Richtung. Aminacidimische und kachektische Bilder 
erheben sich zumeist auf 33% Abweichung, die also cet. par. bei 
Denis usw., in den direkten Methoden, als kiinstlich erhéhter 
Betrag erscheinen. Fille, in denen beides zusaramentrifft, steigen 
noch dariiber hinaus, 

Man wird nach Obigem dazu gefiihrt, im wesentlichen an 
folgende Typen tiutpathochemischer Art zu denken: 1. an Farb- 
stoffe und Chromogene (reagierend die letzteren), besonders der 
reduktiv kraftigen Individuen; 2. an Aminosiuren, die in héheren 
RN-Bildern vorkommen. Es darf an Diaminosauren, aromatische 
Typen u.a. besonders gedacht werden, da diese u. a. sekundir 
umgesetzt werden kénnten; 3. an héhere Gebilde aus Amino- 
siuren (vgl. 2) oder an deren Triimmer; 4. an besondere Typen 
N-haltiger Stoffe, die proteinaihnliche Konstitution haben. Man 
darf an Individuen oder reagierende Komplexe des theoretischen 
oder methodischen, analytischen Gesamtbegriffes der Oxyprotein- 
siuren denken; 5. an Grenzvorkommnisse primarer und sekun- 
diarer Art der Kohlenhydratreihe (C 3 Stoffe, Glucuronsiure, Um- 
lagerungen); 6. an Stoffe des Gesamtbegriffes der Phenole’) (vgl. 
s. B. 1), 

Man wird diese Stoffe in Kombinationen zu priifen haben, 
wie es Greenwald schematisch fiir RN und BZ tat. Nahezu 
allen ist bei den neuesten Methoden (Ausnahme wohl Green- 
wald — B [s. o.]) der Ubertritt in die Extrakte freigestellt, 
waihrend Kaolin sie meistens adsorbiert. 

Nun bestimmt Greenwald Gesamt-Kreatinin in Methoden, 
deren Werte, wie gesagt modifiziert, sich denen nach Denis und 
nach Folin und Wu anihneln lassen und die gréBere Differenzen 
darn nicht ergeben. Unmittelbar nach Greenwald ausgefihrt, 
fallen die Zahlen niedriger als nach Denis usw. aus. Wir stieBen 
trotzdem in gréBeren Reihen auf héhere Zahlen, als Greenwald 
(s. 0.) sie fand. Gesamt-Kreatinin nach Greenwald und Mac 
Guire bleibt um 15% bis 10% hinter dem nach Folin-Wu 


1) Vgl. die Studien von 8. R. Benedict u. R. C. Theys, Journ. of 
Biolog. Chem. 33. 1918. 
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bzw. Denis bestimmten zuriick (25 Normalzahlen). Wir fanden 
in eben diesen Versuchen aber auch ,,Kreatin‘‘ nach der direkten 
Methode etwas héher, bis zu einem Mittel von fast 5,0 mg sich 
erhebend. Vorgebildetes Kreatinin fallt aber trotzdem in einheit- 
lichen Fallen — obzwar in Summa etwas niedriger als bei De nis — 
nicht soweit auseinander, wie Greenwalds Krankenmaterial an- 
gibt. Auch wir fanden hier gréBere UnregelmaBigkeiten, was 
methodisch nicht wundernimmt. 
Hieriiber orientiert 


Tabelle V. 


Zur Revision der Analysenmethodik von Kreatinin und Kreatin 
im Blute. 


Vergleichende Bestimmungen — als gesamtes, als priformiertes Krea- 
tinin — nach den neuen Methoden. Gewonnen an 35 gutgendhrten, kraf- 
tigen, gesunden Mannern von 20—35 Jahren. mg Substanz fiir 100 ccm 
Blut bzw. Prozentzahlen. 





es - 
Folin-Wu | Denis | @reenwald- 
| Me Guire 


G seauithréatiotn 
Extreme a * ge’ —>70 | 46— ag | 38,9—+6,0 
| A 
| 5,0 
Mittelbereich | 
a) absolut. . .. 5,4 —> 6,3 
b) proz.i.d.Gegen- 80,0 85,0 77,0 
reihe Praformiertes Kreatinin 
Extreme 1,0 — 2,0 0,85—>1,9 | 0,51—>2,21 
Bee, \/ 


Mittelwert .... | a4 
| 51—>61 | 4,3—>51 
| 


| 


Mittelwert Seat 
Mittelbereich | 


1,3 — 1,7 
aaa 82 


a) absolut . 12-—1,55 | 0,75-—+1,5 
76 50 


} 





| 
1,55 | 1,5 1,1 
| 


Es sind 25 allerseitig beobachtete gesunde, wohlernihrte 
Manner von 20—35 Jahren vergleichend auf RN und Kreatinin 
untersucht worden. Niichternentnahmen. Das Tatsichliche mag 
der Tabelle entnommen werden. Angeschlossen an die Tab. I—II 
wird man erneut ersehen, da8 praformiertes Kreatinin im Prinzip 
durchaus mit den sorgfiltig gewonnenen alten Werten auf einer 
Hohe steht. Selbst bei Greenwald und Mac Guire wird die 
absolute obere Grenze nicht eingeflochten, wennschon der rech- 
nerische Mittelwert (der 25 Fille) niedriger fallt. Das Ausein- 





280 Joh. Feigl: 


anderstreben der Werte ist hier ersichtlich besonders im Gegen- 
satze zu den Nebenstaffeln der Tabelle. 

Es ist nun zu fragen, wie sich diese Werte deuten lassen. 
Die relative Inkonstanz ist methodisch und rechnerisch erklar- 
lich. Die Frage spitzt sich darauf zu, wieweit die gedachten 
Interferenten schon bei der direkten Bestimmung des prifor- 
mierten Kreatinins wirksam werden. Diese sind von den ,, Kreatin‘“‘- 
zahlen ausgegangen, nicht aber im vollen Umfange aus den Zahlen 
fiir ,,Gesamt-Kreatinin“, bei dem die Fe(OH),-Nachbehandlung 
dem Ziele am nichsten kommt und tatsichlich Chromogene, 
Purine, héhere Aminoséuren, Oxyproteinliger u.a. weitgehend 
beseitigt. Richtig ist der jetzt definierte Ausspruch von Green- 
wald und Mac Guire, den allerdings Feig! schon friiher — ohne 
das Hauptargument heutiger Versuche — tat: ,,Den niederen 
Werten in der Beurteilung der Vorrang einzuriumen™. Es zeigte 
sich, daB mit ansteigendem praformiertem Kreatinin, besonders 
bei akuter Nephritis, der Abstand zwischen Greenwald einer- 
seits, Folins Techniken, Denis sich relativ weitgehend minderte. 
Das war in komplizierteren pathochemischen Blutarten nicht der 
Fall, besonders auch bei maBigen und hohen Kreatininzahlen in 
,chronischer‘‘ Nephritis (Sklerose). Es kommt also auch fiir 
freies Kreatinin offenbar derselbe Kreis von Interferenten in 
Frage, wie die ,,indirekte“ Autoklavenmethode des Kreatins. 
Wir haben uns tiberzeugt, daB in solchen Bildern, deren Werte 
nach Folins alter Technik am weitesten abweichen, bis zu 100% 
Mehrertrag resultieren kann. 

Es scheint also, daB man ,,Kreatin’ in diffizilen Fallen 
selbstandig bestimmen sollte. Die Vorteile sind groB genug, um 
bei wichtigeren Anlissen die doppelte Arbeit der beiden ,,direkten‘ 
Bestimmungen zu rechtfertigen. Verf. hat besprochen und z. T. 
angedeutet, in welcher Richtung weitere’ Versuche — nunmehr 
rein methodischer Art — die Interferenzen betreffend, den vor- 
liegenden Aufgaben die dringend notwendige, fernere Aufklarung 
bringen kénnen. Uber diese soll demnichst berichtet werden. 


SchluBsitze. 


In der vorliegenden (IV.) Mitteilung tiber Kreatininimie und 
Kreatinimie wird zu den Ergebnissen der revidierten Methodik 
Stellung genommen. 
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Es werden sachliche, kritische und beschreibende Angaben 
gemacht. 

Das Hauptargument des durch die Revision geschaffenen 
Standpunktes der Gesamtfrage ist darin zu erblicken, daB die 
in einwandfreier Weise nach der alteren Folinschen Technik ge- 
wonnenen Ergebnisse tiber praformiertes Kreatinin ihre Be- 
deutung praktisch durchaus zureichend beibehalten. Die Zahlen 
fiir Kreatin sind — aus allen Ergebnissen amerikanischer und 
deutscher Forscher — zuriickzuziehen. Ihre beschreibend physio- 
logische bzw. pathologische Benutzung ist zwecklos. Der Ersatz 
ist durch die neuen Methoden zu schaffen. 

Es wird tiber neue Ergebnisse an Gesunden berichtet, des- 
gleichen an weitgehend variiertem Krankenmaterial. 

Die neuen Methoden werden technisch und theoretisch an 
Hand von Belegmaterialien beurteilt. Vergleichsuntersuchungen 
zwischen diesen und den alten Vorschriften werden tiber gréBere 
Bereiche der Blutpathologie gefihrt. 

Praformiertes Kreatinin wird, wie bisher schon bekannt, als 
die variablere GréBe in Krankheitszustiinden, besonders azot- 
aimischer Art, angesehen. Kreatin zeigt, abgesehen von Sonder- 
fallen, nicht so sehr die Neigung zum Ansteigen. Ob mit ,,Gesamt- 
Kreatinin“ generell diagnostische Schliisse am Platze sind, ist zu 
bezweifeln. In engerem Kreise scheint dies méglich zu sein. 
Die zuverlassigste Bestimmung von ,,Kreatin“ ist mit der ,,direk- 
ten‘ Methode gegeben. Methodologische Versuche, die zu diesem 
Urteile fiihrten und die anderen Formulierungen mit bedenken, 
sehen sich darauf verwiesen, die méglichen Interferenzen syste- 
matisch durchzuprobieren in Ansiatzen, die den eiweibfreien Fil- 
traten méglichst nahekommen. Art und Umfang der Interferenzen 
sind z. T. Folgeerscheinungen der enteiweiBenden MafSnahmen. 
Aus pathologischen Materialien lit sich auf die Typen inter- 
ferierender Stoffe, Gruppen und Komplexe schlieBen. Diese bilden 
den Gegenstand der demniachst abzuschlieBenden Versuche. 

Die mittelbaren Wirkungen der revidierten Ergebnisse sind 
auf das Gebiet des Blutzuckers (Restreduktionsproblem) und des 
NichteiweiBstickstoffes (Aminosiurefraktion) verlegt und dort 
noch zu beurteilen. 

Eine weitere Mitteilung wird sich mit den genannten und 
ferneren wichtigen Fragen des Arbeitsgebietes beschaftigen. 
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Eine Methode zur graphischen Darstellung chemischer 
Verbindungen und Reaktionen. 


Von 
Otto Liesche. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Chemie, Berlin-Dahlem; Laborato- 
rium Direktcr E. Beckmann.) 


(Eingegangen am 20. Marz 1920.) 
Mit 12 Abbildungen im Text. 


1. Die Aufgabe der Biochemie besteht darin, die Stoffe, aus 
denen der Organismus sich aufbaut, als chemische Individuen 
zu erkennen, sowie die chemischen Reaktionen aufzuklaren, 
mittels deren sich der Aufbau und Abbau der Stoffe, d. h. der 
Stoffwechsel im Organismus vollzieht. 

Die erste notwendige Bedingung fiir die Festsetzung eines 
bestimmten chemischen Individuums und die Erkennung einer 
bestimmten chemischen Reaktion ist dadurch gegeben, daB die 
Daten der experimentellen Forschung mit den quantitativen 
Grundgesetzen der Chemie, dem Gesetz der konstanten und dem 
Gesetz der multiplen Proportionen in hinreichender Uberein- 
stimmung stehen miissen. 

Diese grundlegenden Verbindungsgesetze, die nicht allein 
fir den Zusammentritt von Elementen zu Verbindungen, sondern 
ganz allgemein fiir chemische Reaktionen zwischen verschiedenen 
Stoffen gelten, beherrschen das gesamte chemische Geschehen 
und somit auch unser ganzes chemisches Denken. 

Trotz der Einfachheit der verstandesmaBigen und rechneri- 
schen Handhabung bringen die chemischen Verbindungsgesetze 
daher eine auferordentlich groBe Mannigfaltigkeit verschiedener 
Kombinationen und Komplikationen zum Ausdruck, die in den 
chemischen Formeln und Reaktionsgleichungen ihr Abbild 
finden. 
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Die quantitative Zusammensetzung einer Ver- 
bindung aus Elementen, z. B. des Traubenzuckers aus Kohlen- 
stoff, Wasserstoff und Sauerstoff, kann aber noch auf andere 
Weise als durch die entsprechende Formel C,H,,0, dargestellt 
werden, namlich auf geometrischem Wege. 

Wenn eine Verbindung wie der Traubenzucker aus héchstens 
drei Elementen besteht, welche als bekannt vorausgesetzt sein 
sollen, so ist ihre quantitative Zusammensetzung von x%/ C, 
y% H, z% O durch zwei der drei GréBen z, y, z, also beispiels- 
weise durch x und y vollkommen bestimmt, da ja die dritte 
GréBe z mit der Summe der beiden ersteren sich zu 100 erginzt 
im Sinne der Gleichung: 


ety+2z= 100. 


Daraus folgt, daB die quantitative Zusammensetzung einer 
ternaren Verbindung mit Hilfe eines zweidimensio- 
nalen Koordinatensystems durch einen Punkt in der 
Ebene dargestellt werden kann. 

Eine solche Darstellung ist bereits im Jahre 1892 von Nic kel?) 
in seinen graphochemischen Arbeiten gegeben und darauf eine 
graphische Systematik ternirer Verbindungsgruppen, wie der 


C-H-O-Verbindungen und der C-H-N-Verbindungen begriindet 
worden. 

Nickel hat sich hierbei des gew6hnlichen, rechtwinkligen, sogenannten 
cartesianischen Koordinatensystems bedient und bereits die wichtigsten 
GesetzmaBigkeiten gefunden, welche in den folgenden Darlegungen wieder- 
kehren. 

Die Nickelsche Methode bietet jedoch einige Unbequemlichkeiten 
der Rechnung und der geometrischen Konstruktion. Vielleicht hat das 
Verfahren deswegen, soviel dem Verfasser bekannt, bis in die letzte 
Zeit keine Nachahmung und Anwendung auf besondere Fille gefunden. 
Erst neuerdings hat Wa. Ostwald*) auf die Nickelschen Arbeiten wie- 
der hingewiesen und fiir eine graphische Systematik der Kohlenwasser- 
stoffe daran angekni pft. 

Die hier beschriebene Methode sucht eine méglichst weit- 
gehende Anwendung des graphischen Verfahrens auf einzelne 
Verbindungsgruppen, Reaktionen und Reaktionsfolgen bequemer 
und leichter zu gestalten. 

Fir die vorliegenden Zwecke werden an Stelle der Gewichts- 
prozentzahlen z, y, z mit Vorteil die drei entsprechenden Atom- 
prozentzahlen a, b, ¢ eingefiihrt, welche sich unmittelbar aus 
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der chemischen Formel, z. B. C,H,0,, durch folgende Glei- 
chungen ergeben, in denen die Atomsumme p+q+r=S 
gesetzt ist: 
100 p 100 q 100r 
dees b= oy c= rhe 

Man erkennt sofort die fiir die graphische Darstellung 

wichtige Tatsache, daB das Doppelverhialtnis a: b:¢ gleich 

dem aus der Formel C,H,0, direkt ablesbaren ganzzahligen 
Doppelverhialtnis p:q:r ist. 

Andererseits: liegt fiir die Darstellung ternirer Gebilde die 

H Verwendung von Drei- 

a=1667 eckskoordinaten an 

b = 33,33 Stelle der gewohnlichen, 

C = 50,00 heap ; 

ahd ar eae rechtwinkligen Koordi- 

= naten nahe, weil Drei- 

eckskoordinaten _ eine 

ii symmetrische Behand- 


NN lung der drei Bestand- 





2. 
% 
« 
° 
Ne 


O BuUIZOLWuUtojp 


teile erméglichen und 
die Forderung erfiillen, 
da8B ein Punkt durch 
drei Koordinaten a, b, ¢ 
| eee a oo C bestimmt wird, deren 

“ 4 Ctomprozente r Summe a + b +e kon- 

Abb. 1. Atomprozentische Darstellung eines Stoff- Stant ist und gleich 100 
punktes P (C,H,0,) im rechtwinkligen Dreieck. gesetzt werden kann. 

Dreieckskoordinaten haben besonders fiir Probleme der 
Phasenlehre in der Form des gleichseitigen oder Gibbs- 
schen Dreiecks Verwendung gefunden. Da sie in anderen 
Gebieten verhaltnismaBig weniger bekannt sind, mége ihre 
besondere Beschaffenheit und ihre Beziehung zu den recht- 
winkligen Koordinaten hier kurz erliutert werden. 

Abb: 1 zeigt ein rechtwinkliges Koordinatensystem. 
Auf der Abscissenachse sind nach rechts die Atomprozente Kohlen- 
stoff (a), 0—100, aufgetragen. Die Ordinaten stellen die Atom- 
prozente Wasserstoff (b) dar, jedoch sind ihre Zahlenwerte, 
0—100, nicht auf der Ordinatenachse selbst, sondern lings der 
Geraden verzeichnet, welche die Punkte 100% C und 100% H 
auf beiden Achsen verbindet. AuBer den zwei zu den Achsen 
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parallelen Linienscharen ist eine dritte Linienschar parallel zu 
der eben gekennzeichneten Geraden gezogen und lings der Or- 
dinatenachse von oben nach unten durch eine Skala 0—100 
eingeteilt. Diese Skala erlaubt nun, unmittelbar die Atomprozente 
Sauerstoff (c) als dritte Koordinate abzulesen. Der Koordinaten- 
ursprung 0 hat die Bedeutung von 100°% Sauerstoff. 

In das so gebildete rechtwinklige Dreieck fallen alle 
Punkte, z. B. der Punkt P, deren Koordinatensumme a + 6 + ¢ 
zahlenmaBig gleich 100 ist. Also lassen sich alle C-H-O-Verbin- 
dungen durch Punkte innerhalb der Dreiecksfliche abbilden. 

Es gibt nun zwei Wege, welche zur Auffindung des Punktes 
einer bestimmten Verbindung, z. B. der Kohlensiure (,H203, 
fiihren. Man kann zunéchst die Atomprozente ausrechnen 
und findet: 

vt 100-1 100 
_ Atomprozente C: a= ipay Taaelee” a 16,67, 
100-2 200 
ea 2% ae ee 33.33 , 


100-3 360 


Atomprozente H: 6= 


Atomprozente O: = 50,00. 


Ee ee eS eee 


Die so berechneten ZahlengréBen a, b, c werden, entsprechend 
Abb. 1, auf den drei Skalen durch die Punkte Q, R, S festgelegt. 
Die zu den Dreiecksseiten bzw. Koordinatenrichtungen durch 
diese drei Punkte gezogenen Parallelen haben dann in dem ge- 
suchten Punkte P ihren gemeinsamen Schnittpunkt; es geniigen 
daher zur Konstruktion zwei der drei Atomprozentzahlen a, 6, c. 

Der zweite, bequemere und im folgenden bevorzugte Weg 
vermeidet die Berechnung der Atomprozentzahlen selbst und 
benutzt nur die Tatsache, daB ihr Doppelverhiltnis a:b: ¢ fiir 
den vorliegenden Fall der Kohlensiure (,H2Qz3 gleich 1: 2: 3 ist. 

Das Verhiltnis je zweier der drei ZahlengréBen a, b, ¢ wird 
namlich geometrisch durch die in Abb. 1 punktiert gezeich- 
neten Ecktransversalen C7’, HU, OV in folgender Weise be- 
stimmt: 

1. Die Ecktransversale C7’ ist der geometrische Ort aller 
derjenigen Punkte, fiir welche das Zahlenverhiltnis b :c (= H :0O) 
konstant gleich 2 : 3 ist. Der Punkt 7 teilt die Dreiecksseite HO 
in dem umgekehrten Verhialtnis 60 : 40 = 3 : 2. 
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2. Die Ecktransversale HU enthialt alle diejenigen Punkte, 
fiir welche das Zahlenverhiltnis c :a (= O:(C) konstant gleich 
3:1 ist. Der Punkt JU teilt die Dreiecksseite OC in dem um- 
gekehrten Verhaltnis 25 :75 = 1:3. 

3. Auf der Ecktransversalen OV liegen alle diejenigen Punkte, 
fiir welche das Zahlenverhiltnis a :b (= C : H) konstant gleich 
1:2 ist. Der Punkt, V teilt die Dreiecksseite CH in dem um- 
gekehrten Verhiltnis 66,67 : 33,33 = 2:1. 

Es ist ersichtlich, daB je zwei oder drei Ecktransversalen zur 
Auffindung des Punktes P als ihres Schnittpunktes dienen kénnen. 
Diese Konstruktion lit sich aber in auBerordentlich einfacher 
Weise an der Hand der Formel C,H,O, mit alleiniger Be- 
nutzung des Lineals ausfiihren. Denn es ist immer leicht, 
einen Skalenpunkt bzw. Netzpunkt des Dreiecks festzusetzen, 
durch den eine bestimmte Ecktransversale gehen muB. Die 
Punkte 7’ und U sind selbst Skalenpunkte auf den Dreiecksseiten. 
Statt Punkt V auf der Dreiecksseite CH ist der Netzpunkt M 
auf derjenigen parallelen Linie KZ benutzt, welche durch das 
Netz in 18 Teile zerlegt und von dem Netzpunkt M im Verhilt- 
nis 12 :6 = 2:1 geteilt wird. 

Es ist stets darauf zu achten, daB sich die Verhiltnisse der 
Prozentzahlen in den durch die Ecktransversalen bestimmten 
Streckenverhaltnissen auf den Dreiecksseiten jeweils umkehren, 
d. h. die Verhialtniszahlen je zweier Bestandteile, z. B. C und H, 
sind auf der betreffenden Dreiecksseite (CH) von den ent- 
gegengesetzten Kcken, also von der Ecke H und von der 
Ecke C aus abzulesen. 

Die Punkte auf den Dreiecksseiten selbst stellen solche Ver- 
bindungen dar, bei denen der durch die gegeniiberliegende 
Ecke gekennzeichnete Bestandteil fehlt. Also liegen auf der Seite 
CH alle Kohlenwasserstoffe, und der Punkt V im besonderen 
bedeutet einen Kohlenwasserstoff, fiir welchen das Verhiltnis 
a:b (=C: H) = 33,33 : 66,67 = 1 : 2 ist, also z. B. das Athy- 
len C,H,. 

Die hier wieder hervortretende Umkehrung des Verhiilt- 
nisses gestaltet sich besonders anschaulich, wenn man an das 
Hebelgesetz denkt. Auch hierbei kehrt sich das Verhialtnis der 
an den Enden der Hebelarme wirkenden Gewichte beim Gleich- 
gewichtszustand in dem Verhialtnis der Hebelarmlangen um. 
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2. Das rechtwinklige Dreieck, das wir der Erérterung 
bisher zugrunde legten, kénnte uns noch weiter dazu dienen, 
den hier beabsichtigten Zweck der graphischen Darstellung von 
Verbindungssystemen und Reaktionen zu verfolgen. Es ist nur 
ein auBerer, die weitere 
Darlegung kaum _ be- 
einflussender Grund, 
der uns zum Ubergang 
auf das gleichsei- 
tige oder Gibbssche 
Dreieck veranlaBt. 

Diesen Ubergang 


kann man sich nach i 
Abb. 2. Uberfiihrung des rechtwinkligen Dreiecks in 
Abb. 2 dadurch erfolgt das gleichseitige oder Gib bssche Dreieck durch schiefe 


denken, daB von Abb. 1 Parallelprojektion. 
durch parallele, im richtigen Winkel zur Ebene des rechtwink- 
ligen Dreiecks geneigte Lichtstrahlen ein Schatten auf eine 
zweite, zur ersten nicht parallelen Ebene geworfen wird, oder in 
der Sprache der darstellenden Geometrie durch schiefe Paral- 
O = 16,67 a:b= 14:2 
b = 33,33 b:C = 2:3 
Cc = 50,00 D c:a= 3:1 


Q:D:C:™,1:2:3 
= 
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Clomprozente C 


Abb. 8. Atomprozentische Darstellung eines Stoffpunktes P (C,H,O,) im gleichseitigen 
oder Gibbsschen Dreieck. 


lelprojektion. In der Skizze sind beide Dreiecke und die Pro- 
jektionsstrahlen in die Zeichnungsebene gelegt. Es leuchtet ein 
und 1a6t sich an Abb. 3 naher verfolgen, daB in dem Schattenbild 
an den oben besprochenen geometrischen Beziehungen sich nichts 
geindert hat. Im besonderen bleibt das Verhiltnis, in dem eine 
Strecke durch einen Punkt geteilt wird, dasselbe. 
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Der Vorteil, welcher gewonnen wird, liegt in der nunmebr 
erreichten, vollstindigen Symmetrie, die sich dadurch bekundet, 
daB die Skalen fiir die drei Bestandteile C,H, O im gleichen 
Ma8stabe erscheinen. In diesem iibereinstimmenden MaBstabe 
kénnen nun die ZahlengréBen a, b, ¢ unmittelbar als 
Strecken abgetragen und abgemessen werden. Infolgedessen 
ist in Abb. 3 die Summe a -+- 6 + ¢ der drei Atomprozentzahlen 
nicht nur, wie oben, zahlenmaBig gleich 100; vielmehr ist jetzt 
die Streckensumme a + b + c wirklich gleich der Seite des gleich- 
seitigen Dreiecks, welche die Strecke 100 darstellt. Ferner ist 
nunmehr das Doppelverhiltnis a :6:c der drei Prozentzahlen 

gleich dem Streckenver- 
haltnis der Koordinaten- 
lingen a, b, c. 

Der Leser wird gebeten, 
die an Hand der Abb. | ge- 
gebenen Erliuterungen zur 
Festsetzung eines Stoff- 

KA punktes im Dreieck noch- 
W/AA/\D4 AOIROOOOO 


KIDS mals unter Betrachtung der 
AV" aTAVAVAVAVAYAVAVAY=~AV; 


7A CAVAVAVAVAVAVAVAYAVAYAY, WA Abb. 3 zu verfolgen, um 
Z\/XZ WAZ VV ‘ 

sich einerseits von der 

wesentlichen Ubereinstim- 


. Zwei Ecktransversalen zur Auffindung ung selbst zu tiberzeugen 

eines Stoffpunktes P (C,H,O,). —— b ; gen, 

und um andererseits zum 

leichten Verstandnis des Folgenden mit den geometrischen Grund- 


lagen moglichst vertraut zu sein. 


3. Um die leichte Auffindung eines bestimmten Stoffpunktes 
mit Hilfe zweier Ecktransversalen auch an einem komplizierteren 
Beispiel zu erlautern, ist in Abb. 4 die einfache Konstruktion 
fiir die Verbindung C;H¢0; (a -Oxyathan-« « -Tricarbonsiure) 
durchgefiihrt. Die Ecktransversale durch die Ecke O ist mittels 
des Netzpunktes U bestimmt, welcher die zur Seite CH parallele 
Netzlinie KZ mit 11 Teilungseinheiten im Verhiltnis 6 : 5 teilt; 
der Netzpunkt V teilt die zur Seite HO parallele Netzlinie MN 
von der relativen Lange 13 im Verhiltnis 7 :6 und bestimmt 
die Ecktransversale durch die Ecke C. 

Fiir alle in diesem Aufsatz behandelten Fille geniigt die 
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in den Abbildungen erfolgte 20fache oder auch nur 10fache 
Teilung der Dreiecksseite. Das von der Firma Carl Schleicher 
& Schill, Diiren, Rheinland, in Handel gebrachte Dreiecks- 
koordinatenpapier Nr. 3151/, weist bei 20 cm Lange der Drei- 
ecksseite eine 100fache Teilung derselben auf. Um darin z. B. 
die Ecktransversale durch die Ecke O fiir das Verhiltnis C : H 
= 27:56 (wie im Heptakosan, Cerylalkohol) zu bestimmen, 
sucht man diejenige zur Seite CH parallele Netzlinie auf, welche 
27 + 56 = 83 Teilungseinheiten miBt, und legt auf ihr den Tei- 
lungspunkt fiir das Verhiltnis 27:56 im entgegengesetzten 
Richtungssinne fest. Erst wenn die Summe der beiden kleinst- 
moglichen Verhiltniszahlen 100 iiberschreitet, ist man auf Inter- 
polation zwischen den Netzpunkten angewiesen. 

Falls fiir eine bisher unbekannte ternére Verbindung nur die 
Daten der Elementaranalyse in Gewichtsprozenten vorliegen, etwa 
2% C, y% H, 2% O, berechnet man in bekannter Weise die Brutto- 
formel und verfihrt, wie eben beschrieben. Wenn man jedoch 
wegen noch vorhandener Unsicherheit die Festlegung einer be- 
stimmten Bruttoformel vermeiden will, kann man aus den Ge- 
wichtsprozentzahlen 2x, y, z die Atomprozentzahlen a, b, c durch 
folgende Gleichungen ableiten: 


x 
a 
2 + T008 + Te 1 


, 


y 
add. 1,008 


ger 
1,008 * 16 
ad 
_16 
a ee 
1,008 * 16 


Zwei der so berechneten Zahlen, etwa a und b, sind dann, wie in 
Abb. 3 auf den entsprechenden Dreiecksseiten als Koordinaten- 
langen abzutragen. Der gesuchte Stoffpunkt ergibt sich mit Hilfe 
der Seitenparallelen auf dem zuerst beschriebenen umstandlicheren 
Wege. Nach einiger Ubung gelingt es aber leicht, aus zwei Pro- 
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zentzahlen den richtigen Stoffpunkt mit hinreichender Sicher- 
heit zu bestimmen, ohne die Konstruktion wirklich auszufihren. 


4. Im vorhergehenden haben wir die Grundlagen zur graphi- 
schen Systematik ternirer Verbindungsgruppen gewonnen. Als 
Beispiel sind in Abb.5 die C-H-O-Verbindungen C,H,O, und 
C,H,O, gewahlt. Das ganze System zerfallt in Gruppen von 
solchen Verbindungen, deren Punkte auf je einer Ecktrans- 
versalen durch die Ecke O liegen, also jeweils ein konstantes 
Verhiltnis C : H aufweisen. An der Spitze stehen die C-freien 


I. H,O (Wasser) . CH,O, (Methylenglykol) 
. CH,O, (Orthoameisensdure) 
1. CH, (Methan) . CH,O, (Orthokohlensaure) 


2. CH,O (Methylalkohol) . C,H, (Athan) 
H . C,H,O (Athylalkohol) 
8. C,H,O, (Athylenglyko!) 
9. C,H, (Athylen) 
: 10. C,H,O (Acetaldehyd) 
fi Neck 11 fCH,O (Formaldehyd) 
Pi? \6(CgH,) “\C,H,O, (Essigsaéure) 
Q° 12. C,H,O, (Glykolsdure) 
AF SOIC H,) fCH,O, (Ameisensdure) 
“\C,H,O, (Glyoxylsaure) 
“~\6 (CgH,) 14. C,H,O, (Trioxyessigsaure) 
nf 15. CH,O, (Kohlensaure) 
. C,H, (Acetylen) 
. C,H,O (Keten) 
. C,H,0, (Glyoxal) 
. C,H,O, (Anhydrid d. Dioxyessigs.) 
sofeeite, . C,H,O, (Oxalsaure) 
aN . C,H,O, (Perkohlensa&ure) 
~ 








22. CO (Kohlenoxyd 





% 
(CO,) (eo) 23. CO, (Kohlendioxyd) 
Abb. 5. Die C-O-H-Verbindungen C,H,0, und C,H,0,. 


Verbindungen I (H,O) und II (H,O,) mit dem Verhialtnis C : H 
=0. Es folgen die Verbindungen 1—5 mit dem Verhiltnis 
C:H=1:4; hierauf die Verbindungen 6—8 mit dem Ver- 
haltnis C: H = 1:3 usf. Den SchluB bilden die H-freien Ver- 
bindungen 22 (CO) und 23 (CO,) mit dem Verhiltnis C : H = co. 
Innerhalb der Gruppen ist nach steigendem Verhiltnis O :C 
numeriert. 

In den Punkten 11 und 13 fallen je zwei polymere Verbin- 
dungen zusammen, namlich in Punkt 11 Formaldehyd (CH,O) 
und Essigsiure (C,H,O,), in Punkt 13 Ameisenséure (CH,O,) 
und Glyoxylsiure (C,H,O,). Wie solche in einen Punkt fallende 
Polymere bei der quantitativen Auswertung von Reaktionen 
sich unterscheiden, wird bald auseinandergesetzt werden. 
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Zunachst mége nur qualitativ gezeigt werden, wie die Be- 
ziehungen und Reaktionen zwischen den dargestellten Verbin- 
dungen in dem graphischen System ihr geometrisches Abbild finden. 

Wir fassen zu diesem Zweck zunichst die drei durch den 
Punkt 9 des Athylens gehenden Transversalen ins Auge. Auf 
der Geraden I—9 liegen die Verbindungen 2 (Methylalkohol) und 
7 (Athylalkohol); auf der Geraden II—9 die Verbindungen 3 
(Methylenglykol) und 8 (Athylenglykol); auf der Ecktransversalen 
0—9 die Verbindungen 11 (Formaldehyd) und 10 (Acetaldehyd) 
einerseits, sowie 13 (Ameisensiure) und 11 (Essigsiiure) anderer- 
seits. Man erkennt die allgemeine Regel, daB jede Verbindung 
mit ihren héheren Homologen auf einer durch Punkt 9 gehenden 
geraden Linie liegt. Homologe Verbindungen unterscheiden 
sich aber voneinander um ein Einfaches oder Mehrfaches der 
Methylengruppe (-CH,-), die durch den Punkt 9 dargestellt ist, 
beispielsweise entsprechend der Gleichung: 

CH,0 + -CH,- = C,H,O 
Methylalkohol Methylen Athylalkohol 

Man stelle nochmals fest, da8 der Punkt 7 des Athylalkohols 
auf der Verbindungslinie zwischen Punkt 2 des Methylalkohols 
und Punkt 9 des Methylens (-CH,-) liegt; die Verallgemeinerung 
dieser Tatsache fiihrt zu folgender Regel: 

Wenn ein Stoff durch Verbindung zweier Stoffe 
entsteht (oder entstanden gedacht werden kann), so liegt 
der Punkt des Verbindungsproduktes auf der Ge- 
raden zwischen den beiden Punkten der Ausgangs- 
stoffe; und umgekehrt: 

Wenn eine Verbindung in zwei verschiedene 
Stoffe zerfallt (oder zerfallen gedacht werden kann), so 
liegen die beiden Punkte der Zerfallsprodukte mit 
dem Punkte des Ausgangsstoffes und zu beiden 
Seiten desselben auf einer geraden Linie. 

Fir die Allgemeingiiltigkeit dieser Regel bietet Abb. 5 eine 
weitere Reihe von Beispielen: es mégen die folgenden heraus- 
gegriffen werden: 

Auf der Geraden 9—I liegt Punkt 7 (Athylalkohol) zwischen 
9 (Athylen) und I (Wasser) ; die Gerade 9—I stellt somit die Reaktion 

C,H, + H,O = C,H,O 


Athylen Wasser Athylalkoho 
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dar, welche durch Vermittlung von Schwefelsiure wirklich statt- 
findet und beim Leiten des Athylalkohols durch gliihende Réhren 
im umgekehrten Sinne erfolgt. 

Die Gerade 16—I enthalt die Punkte 16 (Acetylen) und I 
(Wasser), sowie zwischen diesen beiden den Punkt 10 (Acet- 
aldehyd); es wird somit die Reaktion 

C,H, + H,O = C,H,O 

Acetylen Wasser Acetaldehyd 
abgebildet, die neuerdings unter Vermittlung von Quecksilber- 
chlorid als Katalysator zur technischen Gewinnung von Athy]l- 
alkohol und Essigsiiure im groBen durchgefiihrt wird. 

Die Essigsiure zerfallt bekanntlich beim Erhitzen ihres 
Natriumsalzes mit Natronkalk in Methan und Kohlendioxyd, 
gema8B der Gleichung: 

C,H,O, = CH, + CO, 

Essigsdure Methan Kohlendioxyd; 
tatsichlich liegt der Punkt 11 (Essigsiure) zwischen den Punkten 1 
(Methan) und 23 (Kohlendioxyd) und mit ihnen auf einer Geraden. 

Wenn wir den Punkt 11 dem in der Pflanzenzelle polymeri- 
sierten Formaldehyd, d. h.dem Traubenzucker, C,H,,0, (= 6CH,0), 
zuschreiben, so stellt die Gerade des vorigen Beispiels auf der 
Strecke zwischen 7 (Athylalkohol) und 23 (Kohlendioxyd) den 
Gesamtverlauf der alkoholischen Garung dar: 

C,H,,0, = 2C,H,O + 2C0, 
Traubenzucker Athylalkohol Kohlendioxyd . 

Ferner sei darauf hingewiesen, daB auf der Geraden 22— 
die Ameisensaure (13) als Hydrat des Kohlenoxyds (22) erscheint, 
wahrend auf der Geraden 23— I die Kohlensiure (15) sich als Hydrat 
des Kohlendioxyds (23) priisentiert. 

Nunmehr wird auch verstandlich erscheinen, daB alle denk- 
baren Kohlenhydrate, welche einerseits durch C,,(H,O),, anderer- 
seits durch «CH,O — yH,O darstellbar sind, auf der Geraden 
11—C liegen miissen. 

Abb. 6 faBt die allgemeinen Ergebnisse nochmals zusammen 
und weist die Linien einiger homologer Reihen, sowie die Linie 
der Kohlehydrate auf. Durch Punkte und Formeln sind je- 
weils nur die ersten Glieder der Reihe hervorgehoben worden. Die 
Pfeile deuten die Richtung steigenden Kohlenstoffgehaltes an. 
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Die Abbildung zeigt ferner, wie neben den Ecktransversalen 
oft auch andere Transversalen des Dreiecks zur Auffindung 
bestimmter Stoffpunkte dienen kénnen; alle verzeichneten Punkte 
sind ausschlieBlich mit Hilfe der dargestellten Linien gewonnen 
worden. 

In analoger Weise kénnen natiirlich auch andere ternire 
Verbindungssysteme, etwa die Kohlenstoff-Wasserstoff-Stickstoff- 
verbindungen oder die Stickstoff-Wasserstoff-Sauerstoffverbin- 
dungen graphisch zum Ausdruck gebracht werden. Wir beschrin- 
ken uns hier auf die Kohlenstoff-Wasserstoff-Sauerstoffverbin- 
dungen, weil sie fiir die Abbildung einzelner biochemisch wichtiger 
Reaktionen besonders giinstige Beispiele geben. 

L Alkohoie (CaHsn +0) 
IL Glykole (Cain +.0:) 
Ill, Aldehyde (CyH,,0) 
Monocarbonsduren (CpH,»0,) 


IV. Dicarbonsduren (C,H,»-,0,) 
V. Kohlehydrate (C»(H,O)n) 


DIVKDLVLIVLVLX% 
IXIV\EVAWLNIVLWV 


(CO,) CO, CO 
Abb. 6. Einige homologe Reihen und die Kohlehydrate. 





5. Bei der im folgenden behandelten Auswahl solcher Reak- 
tionen mégen auch die quantitativen Verhialtnisse Beriick- 
sichtigung finden. 

Denken wir uns zunichst einmal die graphische Darstellung 
in Gewichtsprozenten durchgefiihrt. Die beiden Endpunkte 
einer geraden Linie mégen zwei Stoffe reprasentieren; ein dritter, 
zwischen den beiden Endpunkten auf derselben Strecke liegender 
Punkt stelle ein Verbindungsprodukt beider Stoffe dar; dann 
gilt in bezug auf das Teilungsverhiltnis die dem schon erwahnten 
Hebelgesetz entsprechende Regel: 

Bei gewichtsprozentischer Darstellung teilt 
der Punkt des Verbindungsproduktes die Reak- 
tionslinie im umgekehrten Verhialtnis der Gewichte 
der in die Reaktion eintretenden Ausgangsstoffe. 
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Abb. 7 zeigt oben das Verhiltnis bei gewichtsprozentischer 
Darstellung fiir die erwihnte Aldehydsynthese: C,H, + H,O = 
C,H,O. Die beiden Teilstrecken verhalten sich umgekehrt wie 
die zugehérigen Molekulargewichte (26 und 18), und zwar wie die 
einfachen Molekulargewichte, deshalb, weil in der Gleichung 
nur der Zahlenfaktor 1 vor den Formeln der einzelnen Bestand- 
teile vorkommt; wenn die Gleichung héhere Faktoren aufweist, 
sind die zugehérigen Molekulargewichte damit zu multiplizieren. 

Bei atomprozentischer Darstellung spielt nun die An- 
zahl der beteiligten Atome oder die Atomzah| dieselbe Rolle, 
wie oben das Gewicht, und die Atomsumme der einzelnen 

Formel spielt dieselbe Rolle 
ge 4 feroe oe wie oben das Molekularge- 
wicht. Daher nimmt -obiger 

Satz folgende Gestalt an: 

Bei atomprozenti- 
Gel Sewichisproxenten; scher Darstellung teilt 
der Punkt des Verbin- 
dungsproduktes die Re- 
aktionslinie im umge- 





Jar Afomsummen 





6e/ Afomprozenter: kehrten Verhaltnis der 
Atomzahlen der in die 
nO + Cf = Ch Reaktion eintretenden 


Wasser + Acelylen = Acelaldehyda 


Abb. 7. Ausgangsstoffe. 


Dementsprechend zeigt 
fir die Bildung des Acetaldehyds aus Acetylen und Wasser 
Abb. 7 unten das umgekehrte Verhiltnis der Atomsummen (4 
und 3) der Ausgangsstoffe, und zwar der einfachen Atomsummen 
deshalb, weil in der Gleichung nur der Zahlenfaktor 1 vor den 
Formeln der'einzelnen Bestandteile vorkommt ; wenn die Gleichung 
héhere Faktoren aufweist, sind die zugehérigen Atomsummen 
damit zu multiplizieren. 

Also tritt bei atomprozentischer Darstellung in dem Teil- 
verhaltnis der Reaktionslinie das ganzzahlige Verhiltnis der 
Atomsummen oder einfacher Multipla derselben zutage, wahrend 
das bei gewichtsprozentischer Darstellung hervortretende Ver- 
haltnis der Molekulargewichte nicht streng ganzzahlig ist; auBer- 
dem bieten die Atomsummen den Vorteil, daB sie viel kleinere 
Zahlen bilden, als die Molekulargewichte. 
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Fir die Quantitat des Verbindungsproduktes ist nun die 
Lange des ganzen Hebels, d. h. die Summe der beiden Hebelarme, 
bzw. Teilstrecken maBgebend. In Abb. 7 ist diese Summe oben 
— fir Gewichtsprozente — verhiltnismaiBig 26 + 18 = 44, 
also das einfache Molekulargewicht des Acetaldehyds; dagegen 
ist unten — fir Atomprozente — die Summe verhiltnismaBig 
4+3=7, also die einfache Atomsumme des Acetaldehyds. 
Wenn in der Reaktionsgleichung die Formel des Verbindungs- 
produktes einen héheren Faktor als 1 hat, ist wieder das Mole- 
kulargewicht bzw. die Atomsumme mit diesem Faktor zu multi- 
plizieren, um die Quantitét des Verbindungsproduktes mit der 
Lange des ganzen Hebels in Ubereinstimmung zu bringen. 

Wie sich die Verhaltnisse ganz analog bei Zerfallsreaktionen, 
z. B. CH,O, = CO + H,0O, gestalten, braucht wohl nicht be- 
sonders erértert- zu werden. 

Nunmebhr ist auch die Frage geklirt, wie Polymere, die gra- 
phisch in einen Punkt zusammenfallen, quantitativ zu unter- 
scheiden und zu behandeln sind. Das Molekulargewicht bzw. die 
Atomsumme einer polymeren Verbindung ist ein ganzzahliges 
Vielfaches des Molekulargewichtes bzw. der Atomsumme der 


einfachen Verbindung. Der Trai:benzucker beispielsweise ist der 
Formel entsprechend als C,H,,0, = 6-CH,O zu bewerten und 
hat die Atomsumme 24. 


6. Als Anwendungsbeispiele seien nunmehr einige Reaktionen 

erlautert, die besonders fiir den Biochemiker von Interesse sind. 
In Abb. 8 stellt die 

stark ausgezogene Linie die 

Ketonspaltung der 

Acetessigsiure dar, 

welche nach der Gleichung 

verlauft : 

C,H,O, = C,;H,0 + CO, 


Acetessigsiure Aceton Kohlen- 
dioxyd. 


Die Atomsummen sind: fiir 
Acetessigsaure (P) = 13, fiir 
Aceton (Q) = 10, fiir Koh- 

i Abb. 8. - Ketonspaltung der Acetessigsdure 
lendioxyd (R) = 3. Aus der C,H,O, = C,H,O + CO, 


. E ° ---- Sdurespaltung der Acetessigsdure 
Zeichnung 1aBt sich leicht C,H,O, + H,O = 2 C,H,0,. 
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ermitteln, daB das Streckenverhiltnis RQ: PR: PQ = (1-13): 
(1-10) : (1:3) ist. Also kommt iiberall nur der Faktor 1 in 
Frage. 
Die punktierte Linie in Abb. 8 gibt die Siurespaltung 
der Acetessigsiure wieder nach dem Reaktionsschema: 
C,H,0, + H,O = 2 C,H,0, 
Acetessigsiure Wasser Essigsdure . 
Die Atomsummen sind: fiir Acetessigsiure (P) = 13, fiir Wasser 
(7) = 3, fir Essigsiure (S) = 8. Als Streckenverhiltnis folgt aus der 
Zeichnung: ST: SP: TP = 13 :3 : 16 = (1-13) : (1-3) : (2-8); 
es kommt also der Faktor 2 auf der rechten Seite der Reak- 
tionsgleichung auch 
graphisch zum Aus- 
druck. 
Wenn auf eine 
Verbindungsreaktion : 


U,+),=W 
eine Zerfallsreaktion: 
W=U0,+V, 








folgt, so ergibt sich 

50 aus den beiden Teil- 
gleichungen das hiau- 
fige Schema: 


ICs) 08) ¥ 
OC Cee 
Abb. 9. Cannizzarosche Reaktion 
2 C,H,O + H,O = C,H,O + C,H,0,. U,+V,=U,+7,. 
Graphisch wird eine solche Reaktion durch zwei sich schneidende 
Strecken abgebildet, deren Schnittpunkt einem angenommenen 
Additionszwischenprodukt W entspricht. 

Als Beispiel ist in Abb. 9 die Cannizzarosche Reaktion 
des Acetaldehydes behandelt, die bekanntlich darin besteht, daB 
2 Mol. Aldehyd mit 1 Mol. Wasser sich zu 1 Mol. Alkohol und 
1 Mol. Carbonséiure umsetzen: 

2 C,H,O + H,O = C,H,O + C,H,0, 

Acetaldehyd Wasser Athylalkohol Essigsdure . 
Zur Darstellung dient hier nur die obere, entsprechend vergréBerte 
Ecke des Gibbsschen Dreiecks. Die Atomsummen fir die linke 
Seite der Gleichung sind: fir Acetaldehyd (U,) = 7, fiir Wasser 
(V,;) =%. Das Streckenverhiltnis WV, :WU,:V,U, ist gleich 
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14:3:17 oder (2-7):(1°3):(1-17). Die Atomsummen fir 
die rechte Seite der Gleichung sind: fir Athylalkohol (U,) = 9, 
fiir Essigsiure (V,) = 8. DasStreckenverhiltnis V,U,: WV,: WU, 
ist gleich (1-17) : (1-9) : (1+ 8). 

Man konstatiere die Ubereinstimmung der Streckenverhilt- 
nisse mit der Reaktionsgleichung und beachte, da8 fir beide 
Reaktionslinien die Verhaltniszahl fiir das Zwischenprodukt W 
gleich, nimlich 1-17, ist. Dies ist eine notwendige Bedingung 
der Gleichung und trifft meist unmittelbar zu. Andernfalls stehen 
die beiden fiir W zunichst gefundenen Werte im Verhiltnis 
einfacher ganzer Zahlen, mit denen die beiden Teilgleichungen 
wechselseitig zu multiplizieren sind, um die SchluBgleichung 


1, C,H,O, (Butterséure) H 
C,H,O, (8-Oxybuttersdure) 

. CH,O, (Kohlensaure) 

. CO, (Kohlendioxyd) 

. H,O (Wasser) 

. ChH,O, (Acetessigsdure) 

. C,H,O (Aceton) 





of c 


Abb. 10. ——~ normaler, ---- pathologischer Abbau der Buttersdure. 





zu befriedigen. Die einfache Kontrolle der letzteren liegt darin, 
daB die Summe der Atomzahlen auf beiden Seiten die gleiche 
sein muB. 

Wie sich eine Folge biochemisch zusammenhangender 
Prozesse graphisch abbildet, wird durch Abb. 10 an dem Abbau 
der Buttersaure im tierischen Organismus gezeigt. Man nimmt 
an, daB die Buttersaure (1) zunachst zu §-Oxybuttersiure (2) oxy- 
diert und dann weiter zu Kohlensaure (3) bzw. zu Kohlendioxyd (4) 
und Wasser (5) verbrannt wird. Die stark ausgezogenen Linien 
der Abb. 10 geben diese Reaktionsfolge wieder und zeigen, daB 
der Oxydationsvorgang ausschlieBlich durch direkte Sauerstoff- 
aufnahme erfolgt. 

Von der /-Oxybuttersiure (2) zweigt sich aber eine andere 
Reaktionsfolge ab, die in Abb. 10 durch punktierte Linien gekenn- 
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zeichnet ist. Es setzt eine Oxydation ein, die in der Entziehung 
von Wasserstoff besteht und zur Acetessigsiure (6) fiihrt, welche 
die oben erérterte Ketonspaltung in Kohlendioxyd (4) und Aceton 
(7) erfahrt. Es ist bekannt, daB die letztere Umwandlung der 
f-Oxybuttersaure besonders bei pathologischen Stoffwechsel- 
stérungen, tor allem bei Diabetes in Erscheinung tritt. 

Abb. 10 jaBt auch den groBen energetischen Verlusi er- 
kennen, den der Kérper durch Vorwalten der letzten Reaktionsfolge 
erleidet.- Da Acetessigsiure (6) auf einer viel niedrigeren Oxyda- 
tionsstufe als Kohlensiure (3) steht, geht dem Kérper die ent- 
sprechende Menge Oxydationsenergie verloren, denn die Acet- 
essigsiure wird nicht weiter oxydiert, sondern nur gespalten. 
Das eine Spaltungsprodukt, das Aceton (7), hat sogar, wie aus der 
Zeichnung deutlich hervorgeht, eine niedrigere Oxydationsstufe 
als die Buttersiure (1), von der wir ausgegangen waren. Infolge- 
dessen verlaBt den Korper bei der Acetonurie eine betrichtliche 
Menge unausgenutzter chemischer Energie. 

Als weiteres Beispiel sei an Abb. 11 eine Reaktionsfolge 
etwas ausfiihrlicher behandelt, welche den Lesern dieser Zeitschrift 
durch die Arbeiteu Ne ubergs*) und seiner Mitarbeiter besonders 
vertraut sein diirfte, nimlich die Hefegirung der Hexosen. 
Insgesamt folgt die normale Garung bekanntlich der einfachen, auf 
Gay-Lussac zuriickgehenden Gleichung: C,H,,0, = 2 C,H,O 
+20C0O,, die wir schon friher gelegentlich angefiihrt haben. 
INachdem sich die verschiedensten Vermutungen tiber den wirk- 
lichen Verlauf und die Zwischenstufen des Prozesses als unhaltbar 
erwiesen hatten. konnte Neuberg mit groBer Wahrscheinlichkeit 
die Brenztraubensaure, C,H,0,, als erstes Spaitprodukt der 
is ohlenstoffkette des Zuckers hinstellen, die unter dem EinfluB des 
Fermentes ,,Carboxylase‘ weiter in Kohlendioxyd, CO,, und 
Acetaldehyd, C,H,0, zerfailt. Wahrend dieser ZwischenprozeB 
cer Clirung immer kiarer in den Vordergrund trat, war tiber den 
Anfangsptoze2, die Bildung der Brenztraubensiure aus Zucker, 
und iiber den Endproze$, den Ubergang des Aldehyds in Alkohol, 
bis vor kurzem noch keine Klarheit erzielt. Denn abgesehen von 
den noch der Liésung harrenden Konstitutionsfragen des Anfangs- 
prozesses, war die Frage nach dem Ursprung der Oxydations- 
wirkung auf der einen, der Reduktionswirkung auf der anderen 
Seite offen geblieben. 
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Die Problemstellung wird durch Abb. 11 erlautert. Der Zer- 
fali der Brenztraubensiure in Kohlendioxyd und Acetaldehyd 
stellt eine vollstindige Reaktion dar: 


C,H,O, = CO, + CHO 


Brenztraubenséure Kohlendioxyd Acetaldehyd . 


Fiir den Ubergang des Zuckers in Brenztraubensiure einerseits 
und den Ubergang des Acetaldehyds in Athylalkohol andererseits 
fehlt jedoch je ein Zweig der Reaktionslinie, so daB es zunachst 
zweifelhaft erschien, ob der Alkohol tatsiachlich unmittelbar 
und ausschlieBlich aus dem Aldehyd hervorgeht. 

Neuberg und Kerb haben diese beiden Prozesse dadurch 
in Zusammenhang gebracht, daB sie eine Cannizzarosche 
Reaktion annahmen, die 
zwischen Methylglyoxal, 
einer mutmaBlichen Vor- 
stufe der Brenztrauben- 
siure, und Acetaldehyd 
stattfindet. 

Einen dhnlichen Zu- 
sammenhang der beiden ein- 
seitigen Reaktionszweige 
stellt eine Vorstellung von / 

Kost ytschew*) her, wel- on Tene ? c 
cher eine einfache Kop- Abb. 11. Die Hefegirung der Hexosen. 
pelung vermutet. Das 

Wesen gekoppelter Reaktionen besteht aber darin, da8 sie einen 
gemeinsamen Teilnehmer haben, der jedoch versteckt bleiben kann, 
indem er von der einen Reaktion in demselben MaBe verbraucht, 
wie von der anderen gebildet wird. Graphisch !4Bt sich eine solche 
versteckte Zwischenstufe zweier einfach gekoppelter Reaktionen 
sehr leicht aufdecken; sie entspricht dem Schnittpunkt der beiden 
Reaktionslinien. Abb. 11 fiihrt so unzweideutig auf den Wasser- 
stoff, der beim Ubergang des Zuckers in Brenztraubensiure 
iibrigbleibt, um sofort den Aldehyd zu reduzieren. Unsere Skizze 
zeigt, wie durch diese Theorie ein geschlossenes Reaktionssystem 
geschaffen ist, welches wenigstens das Problem des Stoffumsatzes 
bei Annahme der Zwischenprodukte Brenztraubensiure und 
Acetaldehyd widerspruchsfrei lést. 


20* 
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Der zur Stiitzung dieser Theorie erforderliche experimentelle 
Nachweis von Acetaldehyd als Vorstufe des Athyialkohols ist 
erst neuerdings Neuberg im AnschluB an seine Studien tiber 
alkalische Gairung gegliickt, wobei es méglich wurde, den 
Acetaldehyd in groBen Mengen, bis zu 75% der Theorie, als 
Bisulfitverbindung abzufangen und der Reduktion zum Alkohol 
zu entziehen. 

Unsere Skizze laBt leicht die Wirkung dieses Erfolges er- 
kennen. Wenn der Acetaldehyd vor weiterer Reaktion geschiitzt 
wird, so wird der Reaktionsring gesprengt und die Koppelung 
durch den Wasserstoff illusorisch gemacht, Freier Wasserstoff 
tritt aber trotzdem nicht auf. Unsere graphische Methode ver- 
langt infolgedessen ein anderes Reaktionsprodukt auf der Ver- 
bindungslinie Zucker — Brenztraubenséure, und zwar auf der 
Verlangerung iiber den Punkt des Zuckers hinaus. Ein solches liegt 
tatsichlich im Glycerin vor, welches in schwach alkalischer 
Natriumsulfitlésung neben Acetaldehyd in korrelativer Menge 
von Neuberg und Reinfurth aufgefunden ist und dabei in 
solchen Mengen entsteht, daB es nach einem entsprechenden 
technischen Verfahren von Connstein und Liidecke®) fir die 
Kriegsindustrie im groBen gewonnen werden konnte. 

Weiter gestattet die Reaktionsskizze sofort ein allgemeines 
quantitatives Urteil tiber die beiden Garfiithrungen. In der nor- 
malen, sauren Garung wird dem Zucker auf dem Wege zur Brenz- 
traubensaure nur Wasserstoff entzogen, der in einem Endprodukt, 
dem Alkohol, wieder erscheint. Der Zucker wird schlieBlich 
quantitativ in Alkohol und Kohlendioxyd verwandelt. In dem 
MaBe, als bei alkalischer Garung die Endreaktion durch Fest- 
legung des Acetaldehyds verhindert ist, was nicht vollstindig 
erreicht werden kann, tritt die dem Acetaldehyd korrelative 
Menge Glycerin auf, so daB eine sehr weitgehende quantitative 
Verschiebung der Ausbeuten erfolgen muB. 

Der Hauptvorgang der alkalischen Garung verliuft demnach 
bei Gegenwart von Natriumbisulfit, bis zu etwa 75% der Theorie, 
entsprechend der Gleichung: 

C,H,,0, = C;H,0; + C,H,O + CO, 
Traubenzucker Glycerin Acetaldehyd Kohlendioxyd . 

Wie Neuberg und Hirsch kirzlich gezeigt haben, ist es 

fir die Glycerinbildung gleichbedeutend, ob der Acetaldehyd 
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als Bisulfitverbindung abgefangen oder durch eine andere Reak- 
tion der Einwirkung des ,,Garungswasserstoffes entzogen 
wird. Letzteres gelingt, bis zu annahernd 30% der Theorie, 
in Natriumbicarbonatlésung, welche einen Teil des Acetaldehydes 
durch die schon an Abb. 9 erliuterte Cannizzarosche Reaktion 
unter Zutritt von Wasser in Athylalkohol und Essigsaure ver- 
wandelt. Es entsteht dabei zwar, wie bei der normalen Garung, 
Athylalkohol, jedoch nur zu einem Viertel der normalen Ausbeute, 
weil nunmehr 2 Mol. Traubenzucker dazu gehéren, um 1 Mol. Athy!- 
alkohol neben 1 Mol. Essigsiure zu liefern, entsprechend fol- 
gender Gesamtgleichung : 

2 C,H,,0, + H,O = 2C,H,O, + C,H,O + C,H,O, + 2CO, 

Traubenzucker Wasser Glycerin Athylalkohol Essigsdure Kohlendioxyu. 

In Abb. 11 ist diese sekundire Umwandlung des Acetaldehyds 
durch das strich-punktierte Streckenkreuz angedeutet. 

Die erérterten Beispiele einzelner Reaktionen und Reaktions- 
folgen zeigen, wie die graphische Darstellung in geeigneten Fallen 
ein besonders anschauliches und eindringliches Bild liefert, das 
die Vorginge der Stoffumwandlung mit einem Blick leichter 
iibersehen 14Bt, als ein Schema von Reaktionsgleichungen. Des- 
halb diirfte zur LIllustrierung von experimentell festgestellten 
oder theoretisch angenommenen Reaktionen die graphische Dar- 
stellung oft mit Vorteil neben die entsprechenden Reaktions- 
gleichungen treten. 

SchlieBlich mége an Abb. 12 dargetan werden, wie auch bei 
der Erforschung einzelner, bisher unaufgeklarter Naturstoffe 
die empirischen Daten des Experimentes sich graphisch verfolgen 
lassen. Es handle sich um eine hochmolekulare, amorphe Sub- 
stanz, die schwer ganz rein zu erhalten, und deren elementare 
Zusammensetzung durch die Analyse festgestellt ist, ohne daB mit 
geniigender Sicherheit eine bestimmte Bruttoformel aufgestellt 
werden kann. Ebenso liegen noch keine sicheren Aufschliisse iber 
Molekulargr6Be und Konstitution vor und sollen erst gesucht werden. 

Gerade unter den Produkten der Pflanzen- und Tierwelt 
befinden sich solche Substanzen, deren Aufklarung erst noch 
bevorsteht. Zu ihnen gehért beispielsweise die charakteristische 
Holzsubstanz Lignin, welche im Anschlu§ an das Beck mann- 
sche StrohaufschlieBungsverfahren*) im hiesigen Laboratorium 
zur Zeit naher studiert wird. 
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Derartige Substanzen setzen oft nicht nur der Reindarstellung, 
sondern auch der Konstitutionsbestimmung erhebliche Schwierig- 
keiten entgegen, weil die zur Ermittlung charakteristischer Grup- 
pen herangezogenen Reaktionen, wie die Bestimmung von Meth- 
oxyl, Carbonyl, Carboxyl, Hydroxyl u. dgl. keineswegs immer so 
glatt und quantitativ verlaufen, wie das bei einfacheren Stoffen 
meist der Fall ist, sei es, daB8 der komplizierte Molekiilbau eine 
sterische Hinderung bedingt, sei es, daB einsetzende Neben- 
reaktionen, wie Zerfall oder Kondensation, die erwartete glatte 
Reaktion stéren. 


VYADZV a" 
erat a WrO6spaliung von Wasser 
VUVVVVAZIVYAZAZAN 


2 LOPS PO Yara a ‘a 


ORO 


ént-Merth oxylierun>” Cruziebung von Wasserstoff 


Abb. 12. Verlauf verschiedener Reaktionen eines Stoffes. 


In solchen Fallen kann das graphische Verfahren dazu dienen, 
festzustellen, ob und inwieweit die erwartete Reaktion wirklich 
eingetreten ist, oder ob die Reaktion vielleicht eine ganz unver- 
mutete Richtung eingeschlagen hat. 

Man braucht zu diesem Zweck nur die Analysendaten der 
urspriinglichen und der durch die Behandlung verinderten 
Substanz, am besten wieder in Atomprozenten, in das Gibbssche 
Dreieck einzutragen. Die Verbindungslinie beider so erhaltenen 
Stoffpunkte gibt dann einen Anhalt iiber die Richtung der statt- 
gefundenen Reaktion. 

Wenn z. B. eine Verseifung von Acetylgruppen 
stattgefunden hat, so hat der Ausgangsstoff die Kombination 
C,H,O, — H,O = C,H,O verloren und der Endpunkt muB auf 
der Verlingerung der Verbindungslinie zwischen dem Anfangs- 
punkt P und dem Punkt C,H,O, und zwar iiber P hinaus, liegen. 
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Wenn etwa eine Veresterung mit Athylalkohol erfolgt ist, 
so hat der Ausgangsstoff die Kombination C,H,O—H,O = C,H, 
gewonnen. Der Endpunkt liegt dann auf der Verbindungslinie 
zwischen dem Ausgangspunkt P und dem Punkt C,H,. 

Wenn dagegen eine Ent methoxylierung vor sich gegangen 
ist, so hat der Ausgangsstoff die Kombination CH,O—H,O = CH, 
verloren. Der Endpunkt liegt dann auf derselben Geraden wie 
im vorigen Beispiel, jedoch auf der Verlingerung iiber P hinaus. 

Die stark ausgezeichneten Pfeillinien der Abb. 12 zeigen die 
mogliche Lage der Endpunkte im Falle der besprochenen Reak- 
tionen an. Auferdem wird noch die Abspaltung von Wasser 
veranschaulicht, sowie der Unterschied zum Ausdruck gebracht, 
ob eine Oxydation durch Sauerstoffaufnahme ins Mo- 
lekil oder Wasserstoffentziehung aus dem Molekiil er- 
folgt ist. 

Ist eine bestimmte Reaktion einmal erkannt, so erlaubt die 
graphische Methode durch Vergleich der theoretischen mit der 
empirischen Reaktionslinie, etwaige Abweichungen in qualita- 
tiver und quantitativer Hinsicht zu iibersehen. 


7. Zusammenfassend kann gesagt werden, dafB die graphische 
Methode die Méglichkeit gibt, den Verlauf chemischer Vorgainge 
durch Strecken mit bestimmter Lage, bestimmter Linge und 
bestimmtem Teilverhiltnis abzubilden. Die Strecken unserer 
Diagramme sind somit ein Abbild des Stoffumsatzes bei chemi- 
schen Reaktionen und gleichzeitig ein Vorbild der Richtungen, 
in denen sich das chemische Denken bewegen mub, um mit den 
eingangs erwaihnten quantitativen Grundgesetzen der Chemie 
in Ubereinstimmung zu bleiben. Auch der chemische Stoffumsatz 
des Organismus bewegt sich entsprechend solchen geradlinigen 
Bahnen, wenn auch meist iiber andere Etappen, als die Labora- 
toriumsmethoden des Chemikers. 

Leider ist die Methode in der hier gegebenen Form auf ternare 
Verbindungen beschriinkt. Fiir die Biochemie wiire es beson- 
ders erwiinscht, wenigstens noch die quaterniren C—H—0O—N- 
Verbindungen der EiweiSchemie einbeziehen zu kénnen. An 
anderer Stelle hat Verfasser’) auseinandergesetzt, wie in einzelnen 
beschriinkten Fallen quaternire Verbindungen in aihnlicher Weise 
behandelt werden kénnen, und darauf hingewiesen, daB eine 
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allgemeirfe Darstellung quaternaérer Verbindungen eines drei- 
dimensionalen Koordinatensystems bedarf, dessen Wiedergabe 
in der Ebene mit Hilfe der Methoden der darstellenden Geometrie 


zwar mdoglich ist, jedoch zu Komplikationen fiihrt. Vielleicht 
findet sich noch ein Kunstgriff zur Uberwindung dieser Schwierig- 
keit und damit zu einem einfachen weiteren Ausbau der Methode. 
Zur Erginzung der vorstehenden Erérterungen mége auf die 
genannte Stelle auch deshalb verwiesen werden, weil daselbst 
Darstellung und Begriindung teilweise anders behandelt wurden 
und noch einige weitere Anwendungsbeispiele gegeben sind. 
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Zur physikalisch-chemischen Betrachtung der Girungs- 
vorginge. 


Von 
Wolfgang Ostwald. 


(Eingegangen am 9. Marz 1920.) 


Bei der freundlichen Besprechung meiner in dieser Zeitschr. 100, 279 ff. 
publizierten Bemerkungen zur physikalisch-chemischen Theorie der Gi- 
rungsvorginge hat mich C. Neuberg in zwei wichtigen Punkten, wohl 
wegen der Kiirze oder wegen mangelnder Klarheit meiner Ausdrucksweise, 
miBverstanden: 

1. Ich habe niemals daran gezweifelt, daB die theoretischerrechen- 
bare Aldehydausbeute bei der normalen Girung gréBer ist als die e x peri- 
mentell gefundene Ausbeute beim Sulfitverfahren. Der Satz von 
C. Neuberg, S. 290 ,,Es wird gar nicht, wie Ostwald glaubt, mehr, son- 
dern ganz betrichtlich weniger Azetaldehyd erzeugt“, beruht auf einem 
MiBverstindnis, da ich diesen Glauben niemals gehabt oder geduBert habe. 
Die ,,Neubildung“ bzw. ,,Mehrbildung** beim Sulfitverfahren, von der S. 280 
meiner Notiz die Rede ist, bezieht sich auf den Vergleich der beim Sulfit- 
verfahren experimentell gewonnenen Aldehydmenge zu den bei der 
normalen Girung ex perimentell festgestellten Aldehydspuren. 

2. Ich habe nicht ,,eine’ besonders giinstige Wirkung des (festen) 
Calciumsulfites erwartet“, wie C. Neuberg S. 300 meint. Ich habe viel- 
mehr nur angegeben, da gerade bei der Anwendung von festen z. B. pul- 
verférmigen Abfangmitteln wie beim Calciumsulfit ,,das Heranziehen von 
Adsorptionserscheinungen auch bei einem niaheren, z. B. kinetischen 
Studium des Sulfitverfahrens von Vorteil oder sogar von Notwendigkeit 
sein kann‘ (S. 285). Dagegen habe oder hatte ich niemals die Meinung, 
daB feste, grobdisperse Sulfite wegen des Vorhandenseins von Adsorptions- 
erscheinungen besser, d. h. mit gréBerer Ausbeute wirken sollen als 
molekulardisperse, d. h. geliste Sulfite. Demgemi8 liegt auch der Zuriick- 
weisung des gegenteiligen Satzes durch C. Neuberg 8S. 300 ein MiBverstiind- 
nis zugrunde. 





Die physikalisch-chemische Betrachtung der Giarungs- 
vorgiinge 
(vgl. diese Zeitschr. 100, 289. 1919). 


Von 
C. Neuberg. 


In der voranstehenden Mitteilung bringt Ostwald zum Ausdruck, 
da8 ich ihn wegen Kiirze oder mangelnder Klarheit seiner Ausfiihrungen 
miBverstanden habe. Obgleich alle prinzipiellen Punkte durch meine Ab- 
handlung (diese Zeitschr. 100, 289. 1919) hinreichend geklirt sind, darf 
ich darlegen, wie ich zu meiner Auffassung gelangen muBte. 

1. Wenn O. (diese Zeitschr. 100, 282) schreibt: ,,Solche andere Griinde, 
die auf die zentrale Rolle des Acetaldehyds hinweisen, liegen nun in der 
Tat reichlich vor“, und wenn er hinzufiigt: ,,Der Verfasser betont, daB er 
durchaus von der Richtigkeit der Neubergschen Giarungstheorie iiber- 
zeugt ist“, so mu8 man annehmen, daB er sich auf den Boden dieser Theorie 
stellt. Dann aber kann man seinen voranstehenden Satz ,,Vielmehr be- 
deutet die Reaktion in Gegenwart von Sulfiten von diesem Gesichtspunkte 
aus auBer der Fixierung auch eine Neubildung von Acetaldehyd“ 
(diese Zeitschr. 100, 280) unméglich anders auslegen, als ich es |. c. tue. 

2. O.s Ausspruch (diese Zeitschr. 100, 286): ,,Von Interesse wiire es 
auch, das hoch disperse gelatinése CaSO,... mit den gréberen, vermut- 
lich weniger wirksamen Sulfitpriiparaten zu vergleichen“, mu8 doch 
wohl zur Ansicht fiihren, daB der Autor bei dem Calciumsulfit Besonderes 
erwartet. DaB aber im Gegensatze zu seiner Vermutung ein Adsorptions- 
vermégen des unléslichen CaSO, keine erkennbare Rolle spielt, habe ich 
schon friiher belegt durch Mitteilung der Erfahrung: ,,[m heterogenen 
System wirken die unléslichen Sulfite bei weitem nicht so gut wie im homo- 
genen Medium das geléste Dinatriumsulfit“‘ (Neuberg, diese Zeitschr. 100, 
300); und weiter hatten Neuberg und Reinfurth (52, 1677. 1919) 
gerade gezeigt, daB der gelatinése Zustand verschiedener schwefligsaurer 
Salze den Vorgang in keiner Weise begiinstigt. — Beziiglich der Wir- 
kungsweise des Calciumsulfits beim Abfangverfahren liegt also meinerseits 
gewiB kein Mifverstandnis vor. 





Die drei Vergirungsformen des Zuckers, ihre Zusammen- 
hinge und Bilanz. 


Von 
Carl Neuberg, Julius Hirsch und Elsa Reinfurth. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir experi- 
mentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die neue Theorie der Girung, die wir im Jahre 1913 auf- 
gestellt haben!), besagt, daB sich am Zuckermolekiil intermediir 
eine Oxydation und Reduktion bestimmter Art abspielt, bevor 
die als glatter Zerfall erscheinende Auflésung in die Endprodukte 
Kohlensaure und Athylalkohol vollzogen ist. 


Zu einer solchen Annahme zwingen verschiedene Umstande. Zunichst 
sind im Gebilde der Hexosen weder die Gruppen der Kohlensiiure noch die 
Reste des Weingeistes priformiert. Da man sich kaum eine andere Vor- 
stellung machen kann, als daS die Girungskohlensiure letzten Endes auf 
dem Wege der Decarboxylierung aus einer Carbonsiéure hervorgeht, so war 
auf eine saure Zwischenstufe zu fahnden; diese Siure muBte in che- 
misch einleuchtender Weise aus dem Zucker ableitbar und tatsachlich ver- 
girbar sein. Bekanntlich hat die friiher in Betracht gezogene Milchsaure 
die letzte und wichtigste der Voraussetzungen nicht erfiillt, wohl aber tat 
dies die Brenztraubensiure, deren Garfihigkeit im Jahre 1910 entdeckt 
worden ist. Bei ihrer Spaltung durch das Hefenferment Carboxylase 
liefert sie neben Kohlendioxyd den Acetaldehyd, der in nachster Be- 
ziehung zum Athylalkohol steht. Da nun aber die Brenztraubensiiure,C,H,0;, 
im Vergleich zum Zucker, C,H,,0,, das Produkt einer héheren Oxydation 
darstellt, so erwuchs auf diesem Boden die Forderung, da der einsetzenden 
Dehydrierung des Zuckermolekiils zur Stufe der Brenztraubensiiure eine 
korrelative Reduktion an einem anderen Orte entsprechen miisse. Die zu- 
grunde liegenden Tatsachen, Vorstellungen und SchluBfolgerungen sind in 
der erwihnten Giarungstheorie vereinigt. Sie enthilt als wesentlichen Be- 
standteil die durch eingehendste Versuche erwiesene Méglichkeit, die Brenz- 
traubensiure glatt zu Kohlendioxyd und Acetaldehyd zu vergiren und den 


1) C. Neuberg, Monogr. Jena 1913. 





308 C. Neuberg, J. Hirsch und E. Reinfurth: 


Acetaldehyd mit Hilfe von Hefe weiter in Athylalkohol umzuwandeln. Sie 
bot auch zugleich die Erklirung fiir das Auftreten des Girungsglycerins, 
dessen Bildung auf eine Wechselbeziehung zum Garungsacet- 
aldehyd zuriickgefiihrt wurde. Ergreift nimlich der ,,Girungswasser- 
stoff‘, d. h. die bei der Oxydation eines Zuckerhalbmolekiils zum Gliede 
der Brenztraubensaure disponibel gewordene Masse von 2 H-Atomen, statt 
normalerweise den bei der carboxylatischen Spaltung der Brenztrauben- 
siure entstandenen Acetaldehyd zu Athylalkohol zu reduzieren, einen 
Zuckerrest, so mu8 pre erzeugtem Molekiil Acetaldehyd 1 Mol. Glycerin 
vorhanden sein. 

Die Lehre von diesen Zusammenhingen, die sich in ver- 
schiedener Weise ausdriicken lassen, konnte zu einer vollkom- 
menen Anerkennung nur dann gelangen, wenn auf experimen- 
tellem Wege die Festlegung der formulierten Abbaustufe bewirkt 
wurde. Das scheinbar so einfache Problem ist erst im Jahre 
1916 seiner Lésung zugefihrt worden!), als die bis dahin nicht 
aiberwundene Schwierigkeit behoben war, Reagenzien ausfindig 
zu machen, welche die biologischen Reaktionen nicht unter- 
binden, also den Girungsvorgang unter Festlegung eines Zwischen- 
gebildes zu Ende gehen lassen. 

Zwei Methoden fiihrten zum Ziele, die wir als ,,Abfang- 
verfahren“ und _ ,,Dismutationsverfahren“?) bezeichnen. Das 
Bestreben konnte darauf gerichtet sein, entweder die inter- 
mediire Oxydationsstufe oder den ReduktionsprozeB zu fixieren 
und somit die Kette der normalen Vorginge zu unterbrechen. 
Wir haben vorlaiufig von der ersten der beiden Méglichkeiten 
Gebrauch gemacht?). 

In den sekundiren schwefligsauren Salzen fanden wir nun 
Abfangmittel, die hinreichende Unterschiede in ihrer Affinitat 
zu dem Ausgangsmaterial (dem Zucker), den zu erwartenden 
carbonylhaltigen Zwischengliedern und dem letzten biochemischen 


1) C. Neuberg und E. Farber, diese Zeitschr. 78, 238. 1916. 

2) Mit dem Worte Dis mutation wird die friiher (diese Ztschr. 98, 175. 
1918) von uns beschriebene Beziehung zu der zugrunde liegenden Can niz- 
zaroschen Umlagerung ausgedriickt, deren biologischer Katalysator (Ba t- 
telli und Stern, Parnas, Trier) Mutase benannt ist. 

8) Man kann auch den ,,Gérungswasserstoff“ durch geeignete Accep- 
toren fixieren und so ein Abfangverfahren schaffen. DaB dieser Weg gang- 
bar ist, zeigen unsere Untersuchungen iiber die ph ytochemischen Re- 
duktionen, bei denen man fremde, reduzierbare Verbindungen als Wasser- 
stoffempfinger fungieren und mit dem Garungsacetaldehyd um die Hydrie- 
rung konkurrieren laBt. 
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Durchgangsprodukt, dem Acetaldehyd, aufweisen. Bekanntlich 
treten schwefligsaure Salze — nicht nur die sauren, sondern, was 
weniger beachtet wird, auch die neutralen Sulfite — mit Aldehyden 
zusammen. Aber die Bestindigkeit des Sulfitkomplexes steigt 
von dem hexose-schwefligsauren Salz zu der entsprechenden 
Acetaldehyd- bzw. Brenztraubenséure-Verbindung gewaltig an, 
da die Zerfallskonstante der Doppelverbindungen mit sinkendem 
Molekulargewicht erheblich abnimmt. DaB die Reaktion nicht 
bei der Brenztraubensaéure haltmacht, liegt darar, daB die Pyru- 
vinat-Sulfite mit besonderer Leichtigkeit vergoren werden’). Das 
zugefiigte Reagens, ein beliebiges schwefligsaures Salz, fangt 
also den Acetaldehyd ab, fixiert ihn in Form der Bisulfitverbin- 
dung und entzieht ihn dadurch der Hydrierung zum Athylalkohol, 
die sonst den SchluBakt der alkoholischen Garung bildet. Der 
bewegliche ,,Garungswasserstoff, der durch diese Festlegung 
der Aldehydstufe von ihr abgedrangt ist, erfaBt ein Zuckerhalb- 
molekiil und reduziert es zu Glycerin. Demgema8 miissen, den 
Forderungen der Theorie entsprechend, Acetaldehyd und Glycerin 
in molekularem Verhiltnis erscheinen. Bezeichnet man die tib- 
liche Zuckerspaltung: C,H,,0, = 2C,H,;-OH + 2CO, als 
1. Vergirungsform, so stellt der Zerfall in Acetaldehyd, 
Glycerin und Kohlensaiure: C,H,,0, = CH,-CHO + CO, 
+ C,H,O, eine zweite Form der Vergiirung*) dar. 

Ein anderer Mechanismus liegt dem ,,Dismutations- 
verfahren“ zugrunde. Wieder ist es der Eingriff an der Alde- 
hydphase, der den abgeinderten Giarungsverlauf bedingt. Bei 
der groBen Reaktionsfahigkeit der Aldehyde muBte es méglich 
sein, einen Weg zu beschreiten, auf dem der Acetaldehyd auch in 
anderer Weise als durch die Fesselung aus der Reihe der Um- 
gestaltungen herausgefiihrt wird, beispielsweise durch eine Art 
von Umlagerung. Die einfache Form einer solchen ist in der 
Cannizzaroschen Reaktion gegeben. Wir fanden, da8 im 
alkalischen Milieu die Hefe den zwischendurch entstehenden 
Acetaldehyd durch Umwandlung zu Essigsiure und Athylalkohol 
verindert. Da diese Dismutation nun wiederum einer Aus- 


1) Siehe hieriiber C. Neuberg und E. Reinfurth, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 53, 462. 1920, sowie eine gleichzeitig ebendas., Heft 6, erscheinende 
ausfiihrliche Mitteilung. 

*) C. NeubergundE. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 365 u. 92, 234.1918. 
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schaltung der Oxydationsstufe Acetaldehyd gleichkommt, so ist 
es verstiindlich, daB als entsprechende Reduktionsleistung auch 
hier die Produktion von Glycerin vor sich geht. Diese Art des 
Umsatzes, bei dem neben Kohlensiure Essigsaiure 
und Weingeist einerseits und Glycerin andererseits 
entstehen: 2C,H,,0, + H,O = 2CO,-+ CH,-COOH + C,H,;-OH 
+ 2C,H,O,, bezeichnen wir als die 3. Vergiirungsform’). 

»Abfangverfahren* und ,,Dismutationsmethode“ 
erreichen dasselbe Ziel, aber auf Wegen, die nicht nur 
in chemischer, sondern auch in biologischer Hinsicht 
verschieden sind. Beim Abfangverfahren wird namlich, 
soweit bisher bekanni, der im physiologischen Prozesse gebildete 
Acetaldehyd durch denreinchemischen Zusammen- 
tritt mit dem Sulfit an die Kette gelegt. Beim Dis- 
mutationsverfahren findet eine Dislocation des 
Acetaldehyds auf enzymatischem Wege statt. Denn 
unter den Bedingungen des Experimentes, in Gegenwart der 
mit CO, gesattigten wisserigen Lésungen schwach alkalisch re- 
agierender Salze und bei niederer Temperatur, ist der Acetaldehyd 
an sich praktisch bestiindig; ein biologischer Faktor bewirkt die 
Disproportionierung. 

Des 6fteren hat man in den letzten Jahren ausgefiihrt, daB man 
schwerlich eine Vorrichtung ersinnen kénne, die nicht in der Natur 
vorgebilde:, sei?), und so mu8 man sich fragen, ob diese scheinbar 
so griindlich abgeainderten Arten des Girungsverlaufes unter dem 
Einflusse zugefiigter Chemikalien nicht auch in der Natur vor- 
kommen. Man wird diese Frage bejahen diirfen auf Grund fol- 
gender Erfahrungen: Die Gay - Lussacsche Idealformulierung 
des Girungsvorganges — wir nannten sie die 1. Vergirungs- 
méglichkeit — wird niemals in reiner Gestalt verwirklicht, stets 
entstehen kleine Mengen Acetaldehyd und Glycerin nebenher. 
Der Aldehyd wird unzweifelhaft auf anaerobem Wege*) gebildet, 
nicht durch Oxydation primar vorhandenen Athylalkohols, und 

1) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 96, 175 u. 100, 304. 1919. 

2) Das Zitat geht auf den Ausspruch des Aristoteles zuriick: 
% téyyn thy pbow meio; die Literaturstelle ist, wie wir der freundlichen 
Auskunft des Herrn Prof. E. O. v. Lippmann in Halle entnehmen, die 
»Physik 2, 2“. 

8) C. Neuberg und Joh. Kerb, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 47, 2730. 
1914 sowie C. Neuberg und E. Schwenk, diese Zeitschr. 71, 126. 1915. 
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er ist wihrend des ganzen Garverlaufs nachweisbar!). Wir haben 
vor einiger Zeit erértert, daB Acetaldehyd oder seine Vorstufe, 
die Brenztraubensaure, auch einer natiirlichen Festlegung an- 
heimfallen diirften, indem mit groBer Wahrscheinlichkeit aus 
solchen Bruchstiicken des Zuckers zusammen mit Ammoniak 
die Hefe ihr KérpereiweiB synthetisiert, so da8 die normale 
Glycerinbildung als eine Folge dieser physiologischen Abfangung 
erscheint. Hier sehen wir die 2. Vergirungsform sich geltend 
machen. Auch kleine Mengen Sauren, unter denen die Essig- 
siure vollkommen vorherrscht, treten bei jeder alkoholischen 
Garung auf. Ist die fiir den Ablauf der gewéhnlichen Zucker- 
spaltung (1. Vergiirungsform) notwendige Aciditat nicht gegeben, 
so fingt die Hefe an, auf Kosten des Zuckers Saiure, und zwar 
Essigsiure, zu erzeugen, bis die optimale H-lonenkonzentration 
erreicht ist. Jede Verminderung der natiirlichen Aciditaét sucht 
die Hefe durch eine solche Vornahme der Siéureproduktion aus- 
zugleichen. Hierzu wird sie unter natiirlichen Verhiltnissen, z. B. 
bei Anwesenheit carbonathaltiger Wasser, nicht selten Gelegen- 
heit haben, so daB wir auch die Betatigung nach der 3. Ver- 
girungsform als eine den Hefen gelaiufige Leistung betrachten 
dirfen. Wir miissen uns weiter vorstellen, da8 durch auBergewohn- 
liche Verschiebungen des Milieus, zu deren Beseitigung die nor- 
male Regulationsfaihigkeit der Hefezellen nicht ausreicht, die 
extremen Bedingungen geschaffen werden, unter denen dann in 
verstirktem MafBe die 2. oder 3. Vergirungsform zutage treten. 

Nachdem wir weiterhin dargetan haben — und das soll in 
spiteren Mitteilungen noch ausfihrlicher geschehen —, daB auch 
andere Girungsvorginge, wie die bedeutsame Umsetzung 
der Kohlehydrate durch Colibacillen sowie Buttersiureerreger, 
durch pathogene Mikroorganismen usw., einen 4hnlichen Me- 
chanismus?) haben, nachdem wir gleichfalls fiir die Essig- 
girung®) den Weg iiber die Aldehydstufe aufzeigen konnten, schien 
es uns wichtig, an dem zurzeit besten Studienobjekt, der Hefe, die 
allgemeinenZusam menhingeklarzustellen. Es liegt im Wesen 
der beschriebenen Beziehungen begriindet, daB sich keine der drei 
Vergirungsformen in idealer Fassung abspielen kann. FEinerseits 


1) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 100, 304. 1919. 
2) C. Neuberg und F. F. Nord, diese Zeitschr. 96, 133. 1919. 
3) C. Neuberg und F. F. Nord, diese Zeitschr. 96, 158. 1919. 
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sind es in letzter Linie Ursachen des Zellstoffwechsels, z. B. der 
interne Bedarf an Oxydationsstufe (Acetaldehyd, Brenztrauben- 
siure), die schon fiir gewohnlich eine Glycerinproduktion, also 
Eintritt der 2. oder 3. Vergiirungsform, veranlassen ; es ist anderer- 
seits bislang nicht méglich gewesen, die Zelle oder ihre Fermente 
selbst bei ganz unangepabter Umgebung zur ausschlieBlichen Ar- 
beit in der abweichenden Richtung zu zwingen, so daB neben der 
2. oder 3. Vergiirungsform auch die 1. abliauft. 

C. Neuberg und J. Hirsch haben bereits gezeigt'), daB 
das von der Theorie vorgesehene molekulare Verhaltnis von 
Acetaldehyd und Glycerin innerhalb der gesamten 
Garfiihrung obwaltet. Die Aquivalentbeziehung zwischen 
Acetaldehyd und Glycerin besteht in jedem Augenblicke des 
Garungsvorganges. Die Menge des Sulfits bedingt, wie wir schon 
friiher eingehend dargetan haben, die absoluten Ausbeuten. Je 
nach der zugesetzten Quantitét hat man es in der Hand, das 
AusmaB zu bestimmen, in dem sich die 2. Vergirungsform ab- 
spielt. Man kann also die Kurve des Acetaldehyds (und natiirlich 
die davon abhingige des Glycerins) unterhalb oder oberhalb der 
Alkohollinie fiihren; niemals kénnen sich die Bahnen schneiden, 
da das Verhiltnis, in dem beide Garungsvorgiinge verwirklicht 
werden, eben von der Menge des Zusatzmittels beherrscht wird 
und weil dann die Korrelationen konstant bleiben. Die beiden 
Prozesse haben die gleiche Reaktionsgeschwindigkeit (z. B. 
K = 0,05), und demgem&B nehmen die Kurven fir die Menge 
gebildeten Acetaldehyds einerseits, des Alkohols andererseits, 
den einander entsprechenden logarithmischen Verlauf. Bei 
den nachtriiglich zwar ganz natiirlich erscheinenden, aber ur- 
spriinglich doch nicht als selbstverstindlich anzusprechenden 
Beziehungen war es angebracht, durch eine verschirfte analytische 
Durchpriifung alle diese Zusammenhinge auBer jeden Zweifel zu 
stellen. Wir haben deshalb mehrere ausfiihrliche Zeitversuche 
vorgenommen und durch Bestimmung sowohl des verschwundenen 
Zuckers als der entstandenen Umsetzungsprodukte die voll- 
kommene Verkniipfung der verschiedenen Vergarungs- 
formen miteinander in Zeitabschnitten nachgewiesen. 
Es kann — wie innerlich begriindet ist — niemals eine der drei 
Vergirungsformen in ihrem Ablauf voraneilen; denn aie sind ja 

1) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 98, 141. 1918. 
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nicht im innersten Wesen verschieden, sondern ihr gemeinsames 
Glied ist der Acetaldehyd, der reduziert als Alkohol bei der 1. Ver- 
girungsform, festgelegt als Sulfitkomplex bei der 2. Vergirungs- 
form, in Gestalt seiner Dismutationsprodukte bei der 3. Ver- 
girungsform in Erscheinung tritt. Wie wir weiter unten zeigen, 
charakterisiert die Menge des Alkohols die l., die 
Quantitat des vorhandenen Acetaldehyds die 2., die 
Menge der Essigsiure (oder des Glycerins) die 3. Ver- 
girungsart. Man kann sich also auf die Ermittelung der drei 
erwahnten typischen Verbindungen beschriinken, um den Umfang 
jeder der drei Grundformen der Vergirung ohne weiteres zu 
erkennen. (S. 314 u. 322). Wir fanden unser friiheres Ergebnis 
bestitigt, daB die Hauptmenge der Giarungserzeugnisse nach 
48 Stunden zu etwa 90% vorliegt, und daf dann die Reaktion 
langsam zu Ende geht. Mit voller Schirfe ergab sich in 
allen Intervallen, dafB die verbrauchte Zuckermenge 
in Form der Umsetzungsprodukte nach der 1. und 2. 
bzw. 3. Vergirungsart vorhanden ist, und daB diese 
Erzeugnisse stets in den von uns erkannten kon- 
stanten Verhaltnissen stehen. 

Bei diesen Bestimmungen hatten wir zunaichst von einer Er- 
mittelung der zugehérigen Kohlensiuremengen Abstand ge- 
nommen, weil ihre analytische Feststellung unter den gegebenen 
Verhaltnissen ziemlich kompliziert ist und man eine ganz klare 


* ° a ° ° e ° 7 
Ubersicht auch aus den iibrigen Daten gewinnt. Da sich die Um- 


setzung nach der 1. Vergiirungsform entsprechend der Gleichung 
C;H,,0, = 2C,H;- OH + 2CO,(«), die nach der 2. gemaB der 
Gleichung C,H,,0, = C,;H,O, + CH,;-CHO + CO, (8) vollzieht, 
so ist man imstande, aus dem Quantum eines jeglichen Reaktions- 
produktes sowie der Menge des verbrauchten Zuckers die Bilanz auf- 
zustellen. Beispielsweise gilt fiir die Ga y- Lussacsche Gleichung 
(x) der einfache Ausdruck: Zucker = Alkohol + Kohlensaure; 
innerhalb dieser Umsetzungsform stehen CO, und C,H, - OH 
immer in der Relation ihrer Molekulargewichte, also ist CO, 
= 44 Alkohol. Fiir die zweite Art der Vergiirung ergeben sich 
nachstehende Zusammenhiinge: Da Glycerin (Mol.-Gew. 92), Acet- 
aldehyd (Mol.-Gew. 44) und Kohlensiiure (Mol.-Gew. 44) der 
Gleichung f zufolge in molekularem Verhiltnis auftreten, so ist 
die Menge der dabei entwickelten Kohlensiiure stets genau gleich 


Biochemische Zeitschrift Band 105. 21 
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dem Aldehydbetrage, oder da dieser 44 der Glycerinausbeute aus- 
macht, auch 44 des Glycerinwertes. 

Wahrend bei der gewéhnlichen Zuckerspaltung die Kohlen- 
siiure fast vollkommen den Vorgiingen der 1. Vergiirungsform ihre 
Entstehung verdankt, stammt sie bei der Umsetzung in Gegen- 
wart schwefligsaurer Salze aus zwei Prozessen (« und /). 

Kennt man aber die Menge des verbrauchten Zuckers, so kann 
man saimtliche Garungserzeugnisse als Aquivalente eines jeden 
beliebigen Girungsproduktes, auch des Kohlendioxyds, aus- 
dricken, 


Ersichtlich ist: 


Alkohol = (Zucker — CO, der 1. Vergiirungsform) — (Aldehyd 
+ Glycerin + CO, der 2. Vergiirungsform), oder 


(wenn man Alkohol mit A, Zucker mit Z, Glycerin mit G, die 
Gesamt-CO, mit K, die CO, der 1. Vergirungsform mit k,, die 
der 2. mit k, bezeichnet, ferner k, durch sein Alkoholaquivalent, 
sowie k, nebst Aldehyd durch Glyceriniquivalente ausdriickt) 


A= (4— 444) — ($444 4+ $4@) 
A=Z—tA—4eG 
= $§(2 — 18° @). 

Nach dieser Forme] findet manz. B. den gebildeten 
Alkohol aus der Menge des umgesetzten Zuckers und 
dem Glycerinbetrage. 

Ersetzt man alle Werte fiir die Ausdriicke der 2. Vergirungs- 
form durch Aquivalente von k, und bedenkt, daB k, = K — k, 
ist, so ergibt sich: 

A = (Z — $$ A) — (ha + 23h, + he) 
A = (Z— ¢§ A) — F8P ky 

A = (Z— $4 A) — 418 9(K — $4 A) 
A= $§082K—2). 

Diese Formel gestattet die Ableitung des Alkohols 
aus der Menge des Zuckers und der Gesamtkohlensaure. 

Beim gewohnlichen Giarakte entweicht alles gebildete Kohlen- 
dioxyd, bzw. kann jederzeit aus den wasserigen Lésungen ausge- 
trieben werden. Anders unter den experimentellen Bedingungen 
der 2. Vergirungsform. Hier wird das entstandene Kohlendioxyd 





Die drei Vergirungsformen des Zuckers, ihre Zusammenhinge u. Bilanz. 3145 


nur zu einem Teile frei, waihrend ein betrachtlicher Rest als Na- 
triumbicarbonat in den Maischen zuriickbleibt. Vollzieht sich 
doch die Umsetzung in diesem Falle, wenn man die Beteiligung 
des Sulfits beriicksichtigt, nach der Formel: 


C,H,,0, + Na, SO, + H,O = CH, - CH(OH) - 0SO,Na 
+ C;H,O, + NaHCO,. 


Die Ermittelung der gesamten Kohlensaiure sowie die 
Aufstellung einer exakten Bilanz fiir die 2. Vergirungs- 
form kommt also heraus auf eine direkte Bestimmung von 
Kohlendioxyd neben schwefliger Siure. Sie wird nun dadurech 
verwickelter, daB die schweflige Séure nicht nur in Gestalt des 
zugefiigten anorganischen Salzes, sondern auch als Aldehyd- 
Sulfit-Complex im Gargute zugegen ist. Zerlegt man _beispiels- 
weise durch Kochen mit Saiure das in der Maische vorhandene 
Bicarbonat, so wird gleichzeitig anwesendes schwefligsaures Salz 
zersetzt und auch das Acetaldehyd-Sulfitderivat gespalten. Mit 
den iibergetriebenen Gasmengen entweicht Aldehyd; er muB in 
gecigneter Weise absorbiert werden, weil er sonst mit der schwef- 
ligen Siure im Destillat sehr schnell wieder zu einer organischen 
Verbindung zusammentritt und stérend wirkt. 

Die Bestimmung von Kohlensiure neben schwefliger Saure 
kann nach verschiedenen Grundsatzen erfolgen, z. B. gravimetrisch 
durch Absorption in Lauge und Feststellung der vorhandenen 
Sulfitmenge aus der Schwefelanalyse, oder titrimetrisch durch 
Einleiten in Barytwasser, indem man von der verbrauchten 
Menge Baryumhydroxyd die aus dem Schwefelgehalt der Vor- 
lage leicht abzuleitende Menge der schwefligen Saiure in Abzug 
bringt. In beiden Fallen aber hat sich die vorherige vollstindige 
Entfernung des Acetaldehyds als erforderlich erwiesen. Denn 
bei Auffangung in Atzalkalien wird Aldehyd mit absorbiert und 
in schlecht definierte Aldehydharzprodukte tibergefiihrt, fiir deren 
Analyse keine quantitativen Methoden zur Verfiigung stehen. Bei 
der Titration mit Barytwasser kann sich unter Umstinden infolge 
der Wiedervereinigung von Acetaldehyd und Sulfit im Destillat 
der Titer nicht entsprechend der Schwefligsiuremenge, sondern in 


geringerem Mafe andern, weil im Gegensatze zur zweibasischen 
schwefligen Saure die acetaldehyd-schweflige Saure einbasisch 
fungiert. Nach den Veréffentlichungen unserer verschiedenen vor- 


21* 
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erwahnten Mitteilungen tiber den qualitativen und quantitativen 
Verlauf der einzelnen Girungsformen des Zuckers sind von anderer 
Stelle Untersuchungen bekanntgegeben worden, die vornehmlich 
eine technische Seite dieses Problems, die Ausnutzung der ge- 
steigerten Glycerinausbeute, verfolgen. Hierin sind zwar auch 
Kohlensauredaten angefiihrt aber es fehlt jede Angabe, auf welche 
Weise diese Zahlen ermittelt sind, sowie der Hinweis, wie die von 
uns beschriebene Bildung von Natriumbicarbonat im Giargut 
Beriicksichtigung gefunden hat und dem soeben erwahnten Ein- 
flusse des Acetaldehyds sowie von SO, Rechnung getragen ist. 
Wir geben eine Beschreibung unserer Methodik im experimentellen 
Teil und beschranken uns hier auf die Feststellung, daB tatsach- 
lich genau jene Kohlensiuremenge entsteht, die beim 
gemeinsamen Ablauf der 1. und 2. Vergarungsform auf- 
treten mu8. Damit ist von neuem unsere friihere SchluBfolgerung 
bestatigt worden, da die Erzeugnisse dieser beiden Umsetzungen 
die allein in Betracht kommenden Reaktionsprodukte sind. 

Wir benutzen die Gelegenheit, darauf hinzuweisen, daB 
Neuberg und Farber (I. c. 1916) als erste das Vorkommen von 
Trimeth ylengl ykol bei der Vergiirung von Zucker in alkalischen 
Lésungen beschrieben haben, da’ aber diese Substanz nach unseren 
spateren Erfahrungen’) kaum als ein urspriingliches Erzeugnis der 
Kohlenhydratspaltung gelten konnte, indem es seine Entstehung 
den in den Maischen nachtriglich einsetzenden, vermutlich von 
Mikroorganismen ausgelésten Vorgingen verdankt. Dieses Auf- 
treten des 1,3-Dioxypropans entspricht also ganz der langst be- 
kannten Bildung in Seifenunterlaugen (A. Freund, 1881), wo es 
von Bakterien sekundaér aus dem vorhandenen Glycerin hervor- 
gebracht wird. Verschiedene Erreger, die Glycerin in Trimethylen- 
glykol umwandeln, sind offenbar weit verbreitet; sie finden sich 
beispielsweise im Leitungswasser vor, und es kann demnach nicht 
wundernehmen, daf beim Stehen verdiinnter Glycerinlésungen 
Dioxypropan auch von anderen als Begleiter des Glycerins be- 
obachtet worden ist?). Wir haben uns aberin mehrfachen Versuchen 
davon iiberzeugt, daB es weder bei der Vergarung des Zuckers 
in Gegenwart von schwefligsauren Salzen noch von 


1) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 92, 234. 1918. 
2) Henkel, Seifenfabrikant 36, 769. 1918; Solvay, Seifensiederztg. 
45, 459 u. 595. 1918; Rojahn, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 52, 1454. 1919. 
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Natriumbicarbonat primar auftritt. Analysiert man das 
Gargut, nachdem es innerhalb 3—4 Tagen mit Reinzuchthefe 
ausgegoren ist, so findet man keine Spur Trimethylenglykol. Die 
Verhiltnisse liegen also hier anders, als bei den technischen 
Analysen, wo die Bestimmung des Glycerins naturgemaiB nach 
langerer Aufbewahrung ausgefithrt wird. Deshalb haben auch die 
Ermittelungen des Glycerins nach der bewahrten Methode von 
Zeisel-Fanto-Stritar!) volle Beweiskraft, wenn sie, wie bei 
wissenschaftlichen Versuchen, alsbald nach Beendigung der 
Garung vorgenommen werden. 

Die Methodik der Zuckerbestimmung erfordert in diesen 
Fallen eine besondere Anpassung. Sie kann leider nicht polari- 
metrisch geschehen, da unter der Einwirkung des vorhandenen 
Sulfits die nachstehend beschriebenen Drehungsinderungen ein- 
treten. Es mu8 daher eine titrimetrische Ermittelung Platz 
greifen. Bei dieser hat man auf folgende Punkte bedacht zu sein: 
Einmal muB der Aldehyd entfernt werden, da er — wenigstens 
auf Fehlingsche Lésung — reduzierend wirkt; ferner muB man 
mit dem Umstande rechnen, daB infolge der alkalischen Reaktion 
der angewendete Trauben- und Fruchtzucker eine Umlagerung 
ineinander erfahren, bzw. da®B auch etwas Mannose entsteht, die 
alle einen verschiedenen Reduktionswert haben. Entsprechende 
Verschiebungen kénnen natiirlich bei Verwendung von Rohr- 
zucker ebenfalls auftreten, da er ja schnell invertiert wird. Das 
Reduktionsvermégen der drei in Betracht zu ziehenden Hexosen 


ist nun gegeniiber Fehlingscher Lésung nicht so verschieden, daB 


eine Bestimmung damit sehr fehlerhaft wire. Vor der Zucker- 
titration mu’ die vorhandene Acetaldehyd-Nairiumbisulfitver- 
bindung in der (S. 324) angegebenen Art beseitigt werden. Der 
Fruchtzucker andert sich iibrigens unter diesem Einflusse des 
Sulfits am wenigsten, so daB wir bei Verwendung von Fructose 
auch Versuche durchgefiihrt haben, bei denen die Zuckerabnahme 
polarimetrisch verfolgt worden ist. 

Im Hinblick auf die eben erérterte Méglichkeit, daB in der 
alkalischen Umgebung Mannose entsteht, haben wir das Ab- 
fangverfahren auch auf diesen Zucker angewendet und konstatiert, 
daB die 2. Vergirungsform hier ebenfalls einsetzt. Damit zeigte 
sich, daB die 3 Zymohexosen wie der gewéknlichen 

~~ 1) Zeisel-Fanto-Stritar, Z. f. analyt. Ch. 43, 292, 1904, 
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alkoholischen Garung, so auch der Acetaldehyd - Gly- 
cerin-Spaltung in gleicher Weise fahig sind. Ergainzend 
haben wir weiterhin zwei hGhere Saccharide geprift. Es ergab 
sich bemerkenswerterweise, daB die Maltose in Gegenwart von 
Dinatriumsulfit nicht vergirbar ist, offenbar, weil die Maltase 
bei der falschen, vom sekundiren schwefligsauren Alkalisalz ver- 
ursachten H-lonenkonzentration nicht wirkt. Vermindert man 
die alkalische Reaktion, indem man an Stelle des Dinatriumsulfits 
Calciumsulfit!) verwendet, so tritt erhebliche Aldehydbildung 
auch mit Maltose ein. Ebenso war bei Entstehung von Aldehyd 
aus dem Trisaccharid Raffinose nachweisbar. Wir haben nicht 
untersucht, ob dabei die Melibiase tatig bleibt; aber fir die 
Invertase, die ja aus der Raffinose Fructose in Freiheit setzt, 
haben wir schon friiher die Toleranz gegeniiber alkalischem 
Sulfit mehrfach betont, und wir haben ferner dargetan, da8B der 
Fruchtzucker nach der 2. Vergarungsform glatt zerlegbar ist. 

Die Rolle, die den schwefligsauren Salzen bei der 
Herbeifiihrung der Acetaldehyd-Glycerin-Spaltung 
des Zuckers zukommt, haben wir bereits in den ersten Mit- 
teilungen tiber diesen Gegenstand geschildert. Sie wirken als 
Abfang mittel fiir den als Zwischenprodukt zu betrachtenden 
Acetaldehyd. Indem sie ihn festlegen, machen sie den 
,Garungswasserstoff* fiir die biologische Reduktions- 
leistung verfiigbar, die das Glycerin liefert. Wir zei- 
gen noch besonders, da8B an dieser Hydrierung als 
solcher die Sulfite sich nicht beteiligen (s. S. 321). 

Weiterhin haben wir auch Zeitversuche iiber den Verlauf 
der 3. Vergirungsform angestellt sowie 5 liickenlose Bilanzen 
derselben durchgefiihrt; dabei gelangten verschiedene Alkali- 
satoren, wie Natriumhydrocarbonat und Dikaliumphosphat, in 
wechselnden Konzentrationen zur Verwendung. 

Was zunachst den Zeitversuch betrifft, den wir fiir eine 
Vergérung in Gegenwart von Natriumbicarbonat beschreiben, 
so ergaben sich Verhialtnisse, die den Erscheinungen bei der 
2. Vergirungsform ahneln. Wahrend aber bei der Sulfitgérung 
der in der Zeiteinheit auftretende Alkohol ein MaB des lediglich 
nach der 1. Vergarungsform zerfallenen Zuckers ist, addiert sich 


4) Vgl. C. Neuberg, Zeitechr. f, Botanik 1918 sowie C. Neuberg 
und E. Reinfurth, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 52, 1684. 1919. 
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in Anwesenheit alkalischer Salze'zu jenem Quantum noch die 
Menge Weingeist, welche durch Dismutation') des Zwischen- 
produktes Acetaldehyd nach der 3. Vergirungsart entsteht. Der 
Verlauf der letzteren ergibt sich aus der Glycerinkurve. Wir 
kennzeichnen die 3. Vergirungsform am besten durch die Glycerin- 
menge, da ihre Ermittelung analytisch scharfer ist als die Essig- 
siurebestimmung, und zwar deshalb, weil anfangs, bei noch 
reichlicherem Zuckergehalt, die Zerlegung des Acetats durch 
Destillation mittels einer starkeren Siure leicht von einer Bildung 
unspezifischer fliichtiger Siuren (aus zersetztem Zucker) begleitet 
ist. Nach der angefiihrten Gleichung der 3. Vergiirungsform be- 
triigt die Menge des durch Dismutation entstandenen Sprits 
1 Mol. Alkohol auf 2 Mol. Glycerin, also 46 C,H, -OH auf 184 
C,H,O, = genau 1/, der zugehérigen Glycerinausbeute. Den 
sinnfalligen Ausdruck fiir die Beziehungen beider Vergirungs- 
formen zueinander gewinnt man durch den Entwurf einer Kurve, 
die den Verlauf rein nach der 1. Vergirungsform dadurch wieder- 
gibt, daB von der Gesamtalkoholmenge die Quantitiat des Dismuta- 
tionssprits (= 1/, des jeweiligen Glycerinbetrages) abgesetzt ist. 
Diese Kurve fiihren wir (s. 8. 334) in punktierter Form an. Damit 
gelangt man zu der Einsicht, daB analog unseren Darlegungen fir 
die Garung in Gegenwart von schwefligsauren Salzen auch die in 
Anwesenheit von Alkalisatoren nach der 1. und 3. Vergarungsart 
sich abspielenden Umsetzungen in konstanter Relation stehen, die 
sich in dem logarithmischen Verlauf der Bahnen ausdriickt?). 

Hierbei wie in den Bilanzversuchen fiir die 3. Ver- 
girungsform trat wiederum die Bedeutung folgender beiden 
Punkte hervor, auf die wir schon in einer unserer friheren*) 
Mitteilungen itiber die Garungen mit lebenden Hefen in alkalischer 
Umgebung hingewiesen hatten. 

1. Wegen der physiologischen Einwirkung der basischen Zusatz- 
mittel auf den Hefeorganismus léBt sich deren Anwendung nicht 


1) 2 C,H,,0, = 2 C;,H,O; 4 2 co, + 2 CH, ° CHO 
ot 
2°) 


xo) 
CH, - COOH + C,H,;-OH . 
*) Die geringe absolute Menge der Girprodukte zu Beginn der Um- 
setzungen bedingt natiirlich eine gewisse Ungenauigkeit der Anfangswerte, 


3) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 96, 175. 1918, 
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beliebig steigern. Die Toleranz liegt bei einer Menge, welche keine 
vollige Zuriickdringung der 1. Vergirungsform herbeifiihrt, sondern 
eine Umsetzung nach der 3. Vergirungsart nur bis zu 35,4% ge- 
stattete. (Das ist nebenbei gesagt rund die Hilfte des Umfanges, 
in dem die 2. Vergirungsméglichkeit bisher verwirklicht worden 
ist.) DemgemaB lauft nebenher immer die 1. Vergirungsform ab. 

2. Der Zucker wird ganz oder angenihert vollstindig ver- 
braucht, jedoch wird nicht die volle Kohlenhydratmenge in Gestalt 
von Produkten der 3. Vergiirungsform wiedergefunden. Der bisher 
unaufgeklarte Verlust!) ist zwar zumeist nicht groB, schwankt aber 
bei den verschiedenen Versuchsanordnungen zwischen 3,5 und 
15,7%. Es bleibt zunichst dahingestellt, worauf dieses Manko 
beruht, d.h. ob es sich um eine gesteigerte Verwendung des Zuckers 
fiir allgemeine Stoffwechselvorgiinge handelt oder um die Bildung 
eines nicht reduzierenden und nicht vergiirbaren Kondensations- 
produktes oder um die Entstehung von Milchsiure. Dieses Defizit 
scheint einer gesetzmaBigen Beeinflussung durch die Konzentration 
des verwendeten Zusatzmittels sowie auch durch dessen chemi- 
schen Charakter zu unterliegen?). Diese Verhaltnisse werden durch 
folgende Ubersicht veranschaulicht (s. S. 321): 

Freilich sind die zusammengestellten Versuche nicht vdllig 
mit einander vergleichbar. Sie sind zwar alle mit derselben ober- 
girigen Hefe (Rasse M des Berliner Institutes fir Garungs- 
gewerbe) ausgefiihit, aber zu verschiedenen Zeiten, innerhalb 
deren der Zustand der Hefe Schwankungen unierlag; auch stimmte 
die Versuchstemperatur nicht durchgingig iiberein. Immerhin tritt 
zutage, daB mit sinkender Alkalisatormenge die Vergirung sich 
einer 100°%igen Umsetzung nahert, und das in vollkommenerem 
Mae bei der Anwendung von Natriumbicarbonat als von sekun- 
direm phosphorsaurem Kalium. 

Die in Essigsiure, Glycerin, Athylalkohol und Kohlensiure 
einerseits (nach der 3. Vergirungsform), und in Kohlensiure und 

1) Dieser Verlust an Zucker, der nach Pasteur selbst bei gew6hnlicher 
Girung 6% betriigt, kann nach L. Lindet (Chem. Centralblatt 17, II, 109) 
unter besonderen Verhiltnissen, die sich mit unseren Versuchsbedingungen 
vergleichen lassen, sogar bis auf 17,5% steigen. 

2) Eine Mitwirkung von Mikroorganismen ist einstweilen nicht er- 
wiesen, aber erst durch Verwendung absoluter Hefereinkulturen sicher 
auszuschlieBen. Gering diirfte der unmittelbare zuckerstérende Einflu8 der 
OH-Ionen (nach Murschhauser) zu veranschlagen sein. 


1S ERS BH PEST YET IRR FER, SA SRE PENT BN EL 





Rahat eae . 
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Aikohol andererseits (nach der 1. Vergiirungsform) zerfallene 
Zuckermenge findet man bilanzmaBig (vgl. S. 323) in vollkommener 
Ubereinstimmung mit den Umsetzungen gemaB den zusammen- 
gefaBten Gleichungen: 

“) C,H,,0, = 2C,H;-OH +2CO, und 

vy) 2C,H,,0, + H,O = 2C,H,O, + 2CO, + C,H,-OH 

+ CH,- COOH. 
Tabelle I. 

Fir 100 cem ausgegorene Maische, enthaltend 10 g Rohr- 

zucker = 10,5 g Hexosen, stellten wir fest bei: 





Bilanz- Bilanz- Bilanz- | Bilanz- | Bilanz- 
versuch 1 | versuch 2] versuch 3 | versuch 4; versuch 5 


Alkalisator . . . . NaHCO; ‘K,HPO, 
0,6 m 0,9 m 0.5m | 0,75 m 1,0 m 





Konzentration. . 


Summe d.Girprodukte| 10,28g | 9,72¢ 9,62 ¢ 916g | 9,01 g 
—H,O der Dismu- —0,12g |—0,14g |—0,l4g¢ |—0,13¢ | —0,13¢ 
tationsreaktion 
Durch Girung umge-) 10,16g | 9,58¢ 9,48 g | 
setzten Zucker 
Garungserzeugnisse in! 96,5°/, | 91,0°/, 
Prozenten des ange- 
wendeten Zuckers 
Fiir die rechnerischen Kontrollen liegen die Verhiltnisse 
komplizierter als bei der Sulfitgirung, indem die beiden Produkte 
der 1. Vergiirungsform zugleich auch solche der 3. sind, so daB 
dementsprechend kein unmittelbares Analysenergebnis den Umsatz 
rein nach der Gay-Lussacschen Gleichung ausdriickt. Wie wir 
bei der Schilderung des Zeitversuches bereits gesehen haben, 
steht die nach der 3. Vergirungsform durch Dismutation gebildete 
Spritmenge in einer einfachen Beziehung zur Glycerinausbeute’), 
und zwar ist das Verhiltnis gleich dem Quotienten 1 Mol. Athyl- 
alkohol : 2 Mol. Glycerin = 46: 184 = 1:4. Man findet also die 
Alkoholmenge des nach der 1. Vergarungsform zer- 
legten Zuckers gleich der Differenz: Gesamtalkohol 
— 1/, des Glycerins. 
Eine entsprechende Uberlegung fiihrt, da nach der Gleichung y 
auf 2 Mol. Glycerin 2 Mol. CO, entstehen, fiir die Kohlensaiure 
der 1. Vergirungsform zu dem Ausdruck = Gesamt- 


9,03 8,88 ¢ 


| 
| 


90,0° E 85,8° lo 





1) Natiirlich ist auch eine Relation zur Essigsiure vorhanden; da 
deren Ermittelung jedoch weniger genau ist, so benutzen wir die Beziehung 
zum Glycerin, zumal sie auch zufiillig rechnerisch bequemere Zahlen liefert. 
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kohlensiure — $4 Glycerin. Aus den Zahlen fir Alkohol 
bzw. Kohlensiure und Glycerin kann man also den Umsatz nach 
der 1. Vergirungsform ableiten, wahrend die Daten fiir Glycerin 
oder Essigsiure ohne weiteres die Spaltung nach der 3. Vergarungs- 
form anzeigen. Es ist die Menge des Zuckers, die durch Ablauf 
der 1. Vergirungsform verschwindet: 
z=(A—4G)+ (K— 4$4@). 
(In dieser Formel bedeutet A = Gesamtalkohol, K = Gesamt- 
kohlenséure, G = Glycerin.) Entsprechend findet man die nach 
der 3. Vergirungsform umgesetzte Zuckermenge (z,). Hierbei 
ist noch zu beriicksichtigen; daB auf 2 Mol. Zucker 1 Mol. Wasser 
aufgenommen wird, und zwar infolge Verbrauchs durch die zu- 
grunde liegende Dismutation des Acetaldehyds; da nach obiger 
Gleichung y auf 1 Mol. Essigsiure oder 2 Mol. Glycerin 1 Mol. 
Wasser gebunden wird, so ergibt sich die Menge des Wassers = 
dem Quotienten 18/60 Essigsiure bzw. 18/184 Glycerin, und es ist 
tir G=G+HtG+ H+ 7G. 

(In dieser Formel bedeutet G = Glycerin und H = Essigsiure). 
Die vergorene Gesamtzuckermenge (Z) betrigt demgemi8 nach 
Addition von z, und 2z,: 
Z+ HG =(A— 40) + (K-HO+E4 44048446. 

Da die nach der 1. Vergirungsform gebildeten Produkte Al- 
kohol (A —4G) und Kohlensaure (K—44 @) sich in ihren Mengen 
wie 46:44 verhalten und die nach der 3. Vergirungsform auf- 
tretenden Erzeugnisse Glycerin (@) und Essigsiure (Z) in der 
Relation von 92:30 stehen, so geniigen 2 Angaben, von denen 
die eine auf ein Produkt der 3. Vergiirungsform (Glycerin oder 
Essigsiure) entfallen und die andere ein auch der 1. Vergirungs- 
form angeh¢-endes (Alkohol oder Kohlensiure) betreffen muB, 
um in jedem Augenblicke des Garaktes die Bilanz zu ziehen. 

Man gelangt auf die angegebene Weise zu folgenden Formeln: 

lL Zt ay @=(A—4O) + 44(4-3 464 $46,dh. 

3 
pcan OTE 
92 
(Z ausgedriickt durch Alkohol und Glycerin.) 
2. Analog la8t sich ableiten, da G = $3 £ ist: 
Z=1WPLA+I85 F. 
(Z ausgedriickt durch Alkohol und Essigsiure.) 
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3.Z2+ 73, G4 = $$(K — $44) + (K —$#46)4+ 464+ 4464 

209 L1G 

- THE +6: 

44 as} 

(Z ausgedriickt durch CO, und Glycerin), und 

K E 
4.2 = 90(27 + 3) 
(Z ausgedriickt durch CO, und Essigsaure.) 


oder z= 90 


Wir haben fir die Aufstellung der Bilanzen simtliche Garungs- 
produkte quantitativ bestimmt, die bei dem gemeinsamen Ablaufe 
der 1. und 3. Vergirungsform bisher aufgefunden sind; daneben 
haben wir eine Berechnung derselben angestellt. Mit welcher Pra- 
zision sich innerhalb der einzelben Vergirungsformen der Umsatz 
vollzieht, wird offenbar, wenn man neben die analytisch ermittelten 
Daten die nach obigen Formeln sich ergebenden Werte setzt. 4! 


Ergebnis von 5 verschiedenen Bilanzversuchen: 


Tabelle II. 
Garungsendprodukte aus 100 ccm Gargut, enthaltend 10g Rohr- 
zucker = 10,5 g Hexosen. 








Bilanzvers. 1 | Bilanzvers, 2 Bilanzvers. 3| Bilanzvers.4| Bilanzvers. 5 
ie a NaHCO, | <,HPC = HPC 
Zusatz | core =Of im 


K,HPO, K,HPO, 
ee ee 


ial 
= | 
~ 
2 


| 





" 
= 
Py fe 
B 


Zucker 
gefunden 


Girungs- 
endprodukte 


he gefunden 
berechn. *) 
® aus Alkoh. 
u. Zucker 
berechn. *) 
|| «a aus Alkoh. | 8 
u. Zucker | 
| ® gefunden 
berechn. ? 
aus Alkoh 
u. 
berechn. *) 
® aus Alkoh. 
u. Zucker 
|m gefunden 
® aus Alkoh. 
vu. Zucker 


|» 
| 7 


i] 
i| 
| 
i 
i] 


mm OO COT) 





| ® gefunden 











Alkoho 
Kohlensiure 
Glycerin. . . 
Essigsiure . -| 


+ 


ts Got 
= i OO 


0,43 
9,16 











Shon > S 
AT. -}o- 


zusammen 


Abzuziehen ist das) 
Wasser der Dismu- | 
tationsreaktion: | - 0,13 











9 
H,O = Fr) Glycer. 
Vergor. Zucker ||10,16 9,58 | 9,03 

















1) Berechnet nach den Ausdriicken: 
Kohlensaiure = ,%,7,(Z + $$ A) (abgeleitet aus obigen Formeln 1 und 3), 
Glycerin = ha (abgeleitet aus Forme! 1), 
Essigsiure = 3(Z — 39 A) (abgeleitet aus Formel 2). 
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Die Ubereinstimmungen diirfen als ganz ausgezeichnet gelten. 


Die vorstehenden Ausfiithrungen belegen wir durch folgende 


Ausziige aus den Protokollen: 


i. Der Zusammenheang der 1. und 2. Vergirungsform gema8 dem 
zeitlichen Ablauf der Umsetzungen. 


Je nach der Menge des Abfangmittels kann man, wie in 
unseren ersten Mitteilungen iiber diesen Gegenstand gezeigt ist, 
den Eintritt der 2. Vergiirungsform in starkem oder minderem 
Grade veranlassen. Wir beschreiben ausfiihrlicher einen Versuch, 
den wir wie gewéhnlich mit einer 10 proz. Lésung von Zucker 
angestellt haben bei Anwendung von 120° seines Gewichtes an 
sekundirem schwefligsauren Natrium. Die Hefemenge wurde 
dem Zuckerquantum gleich gewahlt. Weil auch Zuckeranalysen 
vorgenommen wurden, gingen wir von Invertzucker aus und 
nicht, wie zumeist, von Rohrzucker; wie wir friiher wiederholt 
hervorgehoben haben, bewirkt zwar die Invertase in den alkali- 
schen Lésungen vollstindige Hydrolyse der Saccharose, aber 
iiber den Gang der Inversion ist nichts bekannt. Wir verfuhren 
folgendermaBen : 

750 g Rohrzucker in 3700 cem Wasser wurden mit 75 ccm 2n-Schwefel- 
sdure in tiblicher Weise invertiert. Die mit 75 cem 2n-Natronlauge neutra- 
lisierte Lésung wurde mit 7,5 g Ammoniumsulfat, 7,5 g Dinatriumphosphat, 
Spuren Chlorkalium, Magnesiumsulfat sowie Chlorcalcium und dann mit 
einer konz. Lésung von 900 g Dinatriumsulfit (100° iges Salz) nebst 750 g 
Oberhefe M unter Herstellung eines Gesamtvolumens von 7500 ccm versetzt. 
Die Vergirung geschah bei 36°. Nach 8, 16, 24, 32, 40, 48, 168 sowie 
222 Stunden wurden Bestimmungen von Alkohol, Acetaldehyd 
und reduzierendem Zucker vorgenommen. Die Alkoholanalyse erfolgte 
nach den Angaben von Neuberg und Hirsch, gem&B denen durch Di- 
gestion und Destillation des Rohsprits iiber m-Phenylendiaminchlorhydrat 
der beigemengte Acetaldehyd beseitigt wird. Den Acetaldehyd ermittelten 
wir nach dem Destillations-Titrations-Verfahren von Neuberg und Rein- 
furth. Die quantitative Bestimmung des reduzierenden Zuckers 
erforderte einige vorbereitende MaBnahmen. Polarisation ist aus den friiher 
dargelegten Griinden unméglich. Die Titration wird durch die Gegenwart 
des gleichzeitig anwesenden Acetaldehyds vereitelt; sie kann aber in dem 
Riickstande ausgefiihrt werden, der bei der Aldehydanalyse hinterbleibt. 
Diese Lésung ist so beschaffen, da8 das Gargut mit Chlorbarium von lés- 
lichem Sul‘at, ungebundenem Sulfit sowie Carbonat befreit ist. Durch 
Destillation mit kohlensaurem Barium wird dann das vorhandene Acet- 
aldehyd-Sulfit zerlegt. Man gewinnt so eine Fliissigkeit, die auBer Zucker 
kleine Mengen Erdalkaliverbindungen enthilt; diese kénnen durch 


a ee eR 
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Zusatz von etwas Glaubersalz entfernt werden. Die auf ein bestimmtes 
Volumen aufgefiillte Lésung wurde klar filtriert und mit einem Tropfen 
Eisessig schwach angesiuert. Zur Ti- Gesamt - 
. . + Yo Zychker 

tration wurde ein ungefahrer Gehalt 7g <ue wren 
von 1% Zucker hergestellt. Die bei der j 
Titration erhaltenen Daten sind alle 4, f 
fiir Traubenzucker in Ansatz gebracht. 
Dies kann im vorliegenden Falle ohne 
groBen Fehler geschehen, da das Re- f 
duktionsvermégen der Livulose und é Zura 
der evtl. vorhandenen Mannose sich {Ger 2. Vergarungsform 

icht allzusehr nach oben und unten j eee 
nic 
von dem Reduktionswerte der Glu- 
cose entfernt. Weiter ist zu bemerken, 
da8 bei dem hohen Sulfitgehalt der 
Versuch erst nach erneuter Hefen- 
zugabe zu Ende ging, die nach 96 Stun- 
den erfolgte. Durch die damit ver- 
bundene Abkiihlung und Volumver- i 
anderung wurden kleine Unregel- Lf Luckerverbrauh 
maBigkeiten verursacht, so daB wir : ore an ae 
auf eine Bestimmung zwischen dem 
3. und 7. Tag verzichteten. Nach 
1 Woche war trotz der sehr reichlichen 
Anwendung schwefligsauren Salzes 
praktisch aller Zucker nahezu umge- 
setzt; die Konstanz der Endwerte 
wurde noch durch eine Kontrolle 
nach 9 Tagen bestitigt. 


&0 








8 Stunden 
Abb. 1. 


Die ermittelten Zahlen sind in der Abb. 1 graphisch wieder- 
gegeben und in der folgenden Tabelle vereint: 
Tabelle Hl. 


In 100cem Girgut mit einem Gehalt von 10g Rohr- 
zucker = 10,5 g Hexosen sind gefunden: 





Umgesetzter Zucker a | Vergoren. Zucker ge- 


: aie ma der dureh Titra- 
d.1, Verg.-Form) d.2. Verg.-Form S@™™Men) ti5) erhalten. Werte 


| 
Nach | Alkohoi| 


Al- 
Stunden | Soap 
g ~~ Zo % | 
0,92 = 
bok = 
1,45 = 
1,55 
1,64 
1,70 
2,70 
2,70 = 


26,6 
= 26,0} 38,4 
32,6} 46,4 
48.5 
53,2 
58,5 | 
93,2 | 


7 ih CS bo OO 


bo DD et 
AND S 
AAW DIO 1 


93,2 | 
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Dieser Ubersichtstafel entnimmt man, da die Menge des 
Aldehyds dauernd die des Alkohols iibersteigt. Die Form der 
Kurven, welche den Zuckerverbrauch durch die einzelnen Ver- 
girungsformen gema8 den analytisch gefundenen Zunahmen von 
Aldehyd und Alkohol einerseits, den durch Titration ermittelten 
Gesamtverbrauch an Zucker andererseits veranschaulichen, zeigen 
den einander entsprechenden Verlauf. 

Da der Ertrag an Weingeist den Zerfall nach der 1. Ver- 
girungsform, die Ausbeute an Acetaldehyd den Abbau nach der 
2. Vergiirungsform den Gleichungen 


a) CyH,,0, = 2C,H,-OH +2CO, und 
B) C,H,,0, = CH,- CHO + CO, + C,H,0; 


zufolge offenbart, so wei8 man damit, wieviel Zucker in jedem 
Zeitabschnitte umgesetzt sein muBte. Wir stellen die so sich er- 
gebenden Zahlen neben die titrimeterisch gefundenen Zuckerwerte 
und bemerken eine Ubereinstimmung, die als tiberaus weitgehend 
gelten muB, wenn man bedenkt, daB ja gerade die direkte Er- 
mittelung des Zuckers im vorliegenden Falle die am wenigsten 
scharfen Daten liefert. 


Ferner ergibt sich dieser Zusammenhang auch in den Ver- 
suchen mit Fructose, wo wir (vgl. S. 317) eine angenaherte 
polarimetrische Zuckeranalyse vornehmen durften?). 

Beispiel: 270cem einer 20,66proz. Livuloselésung wurden unter 


Zusatz von 30 g Hefe M und 54 g konz. geléstem Dinatriumsulfit (von 100%) 
samt den iiblichen Nahrsalzen auf ein Gesamtvolumen von 540 ccm ge- 


1) Uber die Anderungen, die im Drehungsvermégen von Trauben- 
und Fruchtzuckerlésungen unter dem Einflusse von Dinatriumsulfit ein- 
treten, gibt folgende kleine Zusammenstellung Auskunft. 

a) Mischung gleicher Teile einer 19,8 proz. nicht mehr mutarotieren- 
den Glucoselésung und einer 20proz. Dinatriumsulfitlésung. 

Ablesung im 1-dem-Rohr im Prozente Traubenzucker anzeigenden 
Prazisionsapparat von Neuberg (diese Zeitschr. 67, 102. 1914): 


b) Mischung gleicher Teile einer 9,9 pros. Glucoselésung und einer 
10 proz. Dinatriumsulfitlésung. 
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bracht. Der Fruchtzuckergehalt der Mischung betrug also 10,33%. Nach 
24 Stunden erfolgte die erste Aldehydbestimmung; sie ergab 10,41% vom 
Gewichte des eingemaischten Zuckers. Eine gleichzeitig ausgefiihrte Polari- 
sation, fiir die man durch Fillung von 10 ccm des Garguts mit 10 ccm einer 
verdiinnten Lésung von kolloidalem Eisenhydroxyd (5 ccm von Ferrum oxy- 
datum dialysatum, 5°% igen auf 20 ccm verdiinnt) und Filtration eine wasser- 
klare Lésung bereitet, zeigte einen Gehalt von 4,11% Lavulose im Gargut an; 
60,22% des angewendeten Zuckers waren also bereits vergoren. Legt man 
den gefundenen Aldehydwert der Berechnung einer Bilanz fiir die 2. Ver- 
garungsform zugrunde, so muSten auBerdem entstanden sein: 10,41% 


Ablesung im 1-dem-Rohr: 


en ROR, Nee ag See + 2,50 
oe | ae ang ote 
pete i are ree ree 
tds aan elie g etat aie ocx eee 
BE ee ce ee be Rnb eta cg cea 
AS cul aS We Ee ea Re + 0,50. 


c) Mischung gleicher Teile einer 24 Stunden alten ca. 10°, igen Lavu- 
loselisung und einer 20proz. Dinatriumsulfitlésung. 


Ablesung im 4/,-dem-Rohr: 


MORON gta Cte ae ight ve “ah ah ce — 4,65 
I 2 ies: i ce aie es aes — 4,45 
io ID kc ee cee ee — 4,00 
— OE ERE eg ae eo — 3,75 
STRESS PO ae PY Ge a net el Om — 3,50 
OE RRR eee een ae wr — 2,70. 


d) Mischung gleicher Teile einer etwa 5% igen Lav uloselésung und 
einer 10° igen Dinatriumsulfitlésung. 


Ablesung im 1-dem-Rohr: 


I yg ste ee te ran a Sel ws aes — 4,45 
WOE es eas to' alee ag ea G — 4,25 
i CaN Gs sa eh ance ah — 4,00 
ee a Ao a LEER erie — 3,85 
a BR etek ah get Pea gh cae tae — 3,60 
UES Cah ore Pata aPae Sra ePaper amp = — 2,90. 


Man sieht daraus, daB die Drehung der Glucose sich sehr erheblich 
andert, waihrend die Fructose innerhalb 48 Stunden nur eine Rotations- 
verminderung von etwa 10% erfihrt. Selbst nach 9 Tagen ist beim Frucht- 
zucker die Drehung noch nicht auf die Hilfte zuriickgegangen, wiahrend 
sie beim Traubenzucker etwa auf 1/; des Anfangswertes gesunken war; 
auBer der Vereinigung mit Sulfit ist im letzten Falle eine teilweise Um- 
wandlung in Livulose geméB dem Ausfall der Seliwanoffschen Reaktion 
nachzuweisen. 
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Kohlendioxyd ') und 21,75% Glycerin, im ganzen 42,5794 Zuckerumwand- 
lungsprodukte. Da nach der optischen Priifung der Gesamtzuckerumsatz 
60,22% betragen hatte, so entfallen auf den Abbau nach der 1. Vergarungs- 
form 60,22 — 42,57 = 17,65% Zucker. Aus diesen kénnten 9,02 g Alkohol 
im Hoéchstfalle hervorgegangen sein, wihrend ein tatsichlicher Gehalt von 
8,76% Allkkohol ermittelt wurde. Nach 48 Stunden war polarimetrisch kein 
Zucker mehr nachzuweisen, und die Aldehydausbeute war auf 14,58% 
gestiegen. 
2. Die Bilanz der 2. Vergirungsform. 

Nach dem Ausfall der Bestimmungen von Alkohol einerseits, 
von Acetaldehyd und Glycerin andererseits sowie nach dere Er- 
mittelung des verschwundenen Zuckers konnte es keinem Zweifel 
mehr unterliegen, daB die Umsetzung gemaif8 der erwiahnten, 
schon friiher (1918) von uns begriindeten Gleichung verliuft ; 
obgleich auch weiterhin die Fahndung: auf andere Reaktions- 
hauptprodukte erfolglos geblieben ist, so haben wir uns zwecks 
Behebung jeglicher UngewiBheit doch der Miihe vollstandiger 
Bilanzen unterzogen. Die Methoden der Bestimmung von Acetal- 
dehyd, Glycerin und Alkohol nebeneinander haben wir (s. unsere 
friiheren Mitteilungen) soweit ausgebildet, daB sie fast als Schnell- 
verfahren Anwendung finden kénnen. Anders liegen die Verhalt- 
nisse fiir das Kohlendioxyd (s. 8. 315). Das einfachste Verfahren, 
das wir allein hier beschreiben wollen, beruht auf einer titri- 
metrischen Analyse von CO, und ist in nachstehend geschilderter 
Art ausgefiihrt. 

Die Kohlensiure, die gebildet wird, setzt sich zusammen aus 
der frei entwickelten und der in der Maische gebundenen. eitet 
man durch den Giiransatz von Beginn an einen indifferenten Gas- 
strom, z.B. Stickstoff oder Wasserstoff, so wird das abgegebene 
Kohlendioxyd kontinuierlich fortgefiihrt und von titriertem Baryt- 
wasser aufgefangen. Nach beendigter Garung mu8 dann die als 
Bicarbonat anwesende Kohlensiure aus der sulfithaltigen Maische 
frei gemacht werden. 


ZweckmaBig verwendet man fiir die Gasanalyse einen aliquoten Teil 
(50 ccm). Die 50 ccm befanden sich in einem Rundkolben, der einen drei- 
fach durchbohrten Gummistopfen trug, im Innern eines Brutschrankes. 
Oben auf demselben war der Wasserstoff entwickelnde Kip psche Apparat 
nebst Waschflaschen (alkalische Pyrogallussiure und Silbernitratlésung, 
angeordnet sowie das System der Barytwasser enthaltenden Absorptions- 


1) Die Mengen von Kohlendioxyd und Acetaldehyd sind bei der 
2. Vergiirungsform gleich. 
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gefaiBe. Von diesen wurden 4 Stiick hintereinander geschaltet. Bei dem als 
Luftloch dienenden Tubus des Brutschrankes trat das Zuleitungsrohr fiir 
den Wasserstoff ein und stand mit dem Garkélbchen durch die eine Bohrung 
des Gummistopfens in Verbindung. In der zweiten Bohrung saB ein Tropf- 
trichter, wihrend das dritte Loch das zu den Barytvorlagen fiihrende Gas- 
ableitungsrohr trug. Wegen der nachtriglich vorzunehmenden Zerlegung 
des gebildeten Bicarbonats im Riickstande mittels verdiinnter Siure ist 
ein 500 ccm fassender Kolben zu wihlen. Der Tropftrichter ist aus folgenden 
Griinden argebracht: Die Ausfiihrung der Destillation mit Séure im Brut- 
schrank selber ist unbequem. Man muBte daher den Garkolben voriiber- 
gehend von seinen Kommunikationen mit dem Kippschen Apparat und 
den AbsorptionsgeféBen trennen; dies geschah an den Verbindungsstellen 
von Kolben mit Zu- und Ableitungsrohr mit Hilfe von Klemmschrauben, 
die in das Innere des Thermostaten zu verlegen sind. Man wiirde hierbei 
nun einen Verlust erleiden, da die Dissoziation des Natriumhydrocarbonats 
bei Brutschranktemperatur keinen scharfen Endpunkt erreicht. Um zu 
einem solchen zu gelangen, lieBen wir nach beendigter Girung durch den 
Tropftrichter einen kleinen Uberschu8 von 25% iger Chlorbariumlésung 
einflieBen. Es setzte sich dann das doppeltkohlensaure Natrium unter 
Kohlensiureentwickelung weitgehend zu Bariumcarbonat um, wenig- 
stens so vollstandig, daB nunmehr bei Wasserstoffzuleitung simtliche 
unter diesen Umstiinden freiwerdende Kohlensaéure in die auBenstehen- 
den Barytvorlagen iibergetrieben werden kann. Waren bis zu diesem 
Zeitpunkte alle Verbindungen Glas an Glas hergestellt, so lockerte man 
jetzt die mit Druckschlauch bewirkten Zusammenhinge, dichtete mit 
Quetschhihnen und entfernte das Garkélbchen aus dem Brutschrank. 
AuBerhalb desselben wurde dann eine Reihe neuer Barytvorlagen an- 
geschlossen und die Verbindung mit dem Wasserstoffentwickler wieder 
hergestellt. Durch den Tropftrichter wurde darauf langsam iiberschiissige 
Milchsaurelésung (20% ig) zugefiigt. Es entwichen schon in der Kilte 
und noch mehr bei dem erforderlichen Anwirmen Kohlensiure sowie Al- 
kohol, welcher nicht stért, daneben auch schweflige Siure und aus dem 
Acetaldehydsulfitkomplex freiwerdender Acetaldehyd. Aus den zuvor (siehe 
S. 315) dargelegten Griinden muBte der Acetaldehyd fortgeschafft werden. 
Wir erreichten dies durch Einschaltung eines Gefifbes, das schwefelsaures 
m-Phenylendiamin, und zwar die 10fache Gewichtsmenge des vorhandenen 
Aldehydquantums, enthielt. Letzteres ist ja bekannt durch die Analyse 
des Hauptgiiransatzes. Die Phenylendiaminsulfatvorlage wurde zuniichst 
nicht erhitzt. Nach etwa 2'/, Stunden, wenn die Zersetzung des Bicarbonats 
lingst beendet ist, wurde zur Austreibung des gelést gebliebenen Kohlen- 
dioxyds nunmehr ein rascherer Wasserstoffstrom eingeleitet, und jetzt muBte 
auch der Behilter mit dem schwefelsauren m-Phenylendiamin erwirmt 
werden. Um das Ubergehen wesentlicher Fliissigkeitsmengen in die Baryt- 
vorlage zu verhindern, befand sich zwischen dem Aldehydabsorptionsgefa8 
und dem ersten Barytwasserbehiilter ein kleiner aufrecht stehender Kiihler, 
Ein unmittelbar dahinter angebrachter Dreiwegehahn gestattet die Priifung 
auf vollstindige CO,-Austreibung. Simtliche Barytvorlagen waren 3fach 
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tubulierte W ulfsche Flaschen (hohe, schmale Form), deren jede ein langes 
Druckausgleichsrohr mit Natronkalkbehilter trug. Die urspriingliche Fiil- 
lung der GefaBe mit Barytwasser war erfolgt, nachdem das ganze System 
durch lingeres Einleiten von Wasserstoffgas luftfrei gemacht war. Nach 
beendeter Destillation schreitet man zur Titration. Die erste Gruppe von 
Vorlagen hat alle im Brutschrank entwickelte Kohlensiure aufgenommen 
und ist frei von schwefliger Siure. Die verschwundene Menge Barytwasser, 
dessen unverbrauchter Anteil durch Titration mit Oxalsiure festgestellt 
wird, zeigt also das ohne Siiurezusatz austreibbare Kohlendioxyd an. Die 
zweite Reihe von Barytvorlagen enthalt einen Niederschlag von Barium- 
carbonat und schwefligsaurem Baryt. Auch hier wird unter den iiblichen 
VorsichtsmaBregeln das noch vorhandene Bariumhydroxyd zuriicktitriert. 
Der ganze Inhalt dieser Vorlagen, mitsamt den Niederschligen von BaSO,, 
BaCO, und Ba(CO,),, wurde darauf in ein groBes Becherglas iibergespiilt und 
zunichst in der Ka'te, spiter auf dem Wasserbade, 4—5 Stunden mit iiber- 
schiissigem Brom behandelt. Hierdurch wird alles Bariumsulfitin Bariumsulfat 
umgewandelt. Dann wird mit Salzsiure angesiuert, freies Brom durch Er- 
wirmen ausgetrieben und das Bariumsulfat in gewohnter Weise bestimmt. 
Durch Subtraktion des so festgestellten Schwefligsiuredquivalentes von der 
verbrauchten Barytwassermenge ergibt sich der Gehalt an gebunden ge- 
bliebener Kohlensiure, die zu der frei entwickelten hinzuzufiigen ist. 


Um nicht zu unbequemen Mengen zu kommen, wird, wie 
erwihnt, die Kohlensiureanalyse zweckmiBig nur in 50,0 ccm 
des Ansatzes ausgefiihrt, die man sofort nach Herstellung des 
Garungsgemisches entnimmt und in die durch Wasserstoffzulei- 
tung luftfrei gemachte Apparatur bringt. Die Hauptmenge wird 
im gleichen Brutschrank belassen; an ihr vergewissert man sich 
auch tiber das Ende des Giraktes durch Priifung mit Ostscher 
Lésung. Es werden dann Aldehyd-, Glycerin- und Alkohol- 
bestimmungen in der von uns geiibten Form vorgenommen. Der 
Ausfall der so angestellten Versuche war auferordentlich be- 
friedigend. 

Beispiel: 100 g Rohrzucker, entsprechend 105,2 g Monosacchariden, 
wurden mit 80g Dinatriumsulfit (100% ig), den Niahrsalzen sowie 100 g 
Hefe auf ein Gesamtvolumen von 1000 ccm gebracht. Die Vergarung ge- 
schah im Brutschrank von 32°. Wir fanden 17,55 g Acetaldehyd = 16,66% 
vom Gewichte der eingemaischten 6-Kohlenstoffzucker, 36,51 g = 34,70% 
Glycerin, 17,32 g = 16,45% Alkohol und 33,70 g = 32,01% Kohlendioxyd. 

Der mit aller Sorgfalt ausgefiihrte Versuch ergab ana- 
lytisch 99,82°%, der angewendeten Hexosenmenge in Form von 
Spaltungsprodukten. Darin liegt zugleich der Beweis, daB an- 
dere Garungsprodukte in zu beriicksichtigendem Umfange nicht 
auftreten. 
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8. Die sekundiare Bildung von Trimethylenglykol bei der 2. Ver- 
géirungsform. 

Die Folgerung, daB Trimethylenglykol erst nachtriglich aus 
zuvor entstandenem Glycerin, wahrscheinlich durch Mikroorganis- 
men, hervergeht, ergibt sich aus dem Umstande, da8 in den un- 
mittelbar nach der Ausgiirung gepriiften Maischen das Dioxy- 
propan nicht auffindbar ist. Zu dieser Feststellung gelangten wir 
bei alsbaldiger Aufarbeitung gréBerer Giransatze. Wir beschreiben 
einen Versuch, bei dem wir von 1 kg Rohrzucker ausgegangen 
waren. 

Ansatz: 1 kg Rohrzucker wurde mit 400 g Hefe, 10 g schwefelsaurem 
Ammoniak, 5g Dinatriumphosphat, Spuren von Magnesiumsulfat, Chlor- 
ealcium und Chlorkalium sowie 440g Dinatriumsulfit auf ein Gesamt- 
volumen von 101 gebracht und im Brutschranke bei 36° vergoren. Die 
Garung war nach 4 Tagen beendet. 

Zwecks Verarbeitung verfuhren wir im Prinzip genau so wie zur Vor- 
bereitung des Girgutes fiir die Glycerinanalyse. Es wurde die ausgegorene 
Maische, in der wir 11,24% Acetaldehyd und 23,12% Glycerin, bezogen auf 
die zugrundeliegende Hexosenmenge, in aliquoten Teilen ermittelt hatten, 
mit hei® gesittigter Chlorbariumlésung ausgefallt. Das Filtrat wurde mit 
kohlensaurem Baryt unter Einleitung von Wasserdampf bis zum Ent- 
weichen des Aldehyds erhitzt, von neuem filtriert und im Faust - Heim- 
schen Verdunstungskasten eingeengt. Die hinterbliebenen Salzmassen wur- 
den mit Weingeist erschépft und die alkoholischen Ausziige vom Sprit 
befreit; der Riickstand wurde nochmals mit abs. Alkohol aufgenommen 
und nach Verjagung des Lésungsmittels sodann im Vakuum destilliert. 
Bei 20 mm Druck stieg das Thermometer nach Abtreiben der Alkohol- und 
Wasserreste sofort auf ca. 179°, und zwischen 181° und 185° destillierte 
Glycerin iiber, wihrend Trimethylenglykol, dessen Siedepunkt bei einem 
Druck von 15 mm bei 113—115° liegt, auch nicht spurenweise angetroffen 
wurde. Durch Rektifikation des Glycerins iiberzeugten wir uns von seiner 
Reinheit. Wir haben ca. 200g Glycerin bei diesem Versuch isoliert. 


4. Uber die Rolle der Sulfite. 


Die Wirkung der Sulfite als Abfangmittel fir den Acetal- 
dehyd tritt so klar zutage, daB an dem Mechanismus der Reaktion 
kein Zweifel obwalten kann. Vor allem ist es sicher, daB die 
schweflige Saure nicht etwa durch ein Reduktionsvermégen an 
der Erzeugung des Glycerins Anteil hat. Wir haben friiher be- 
sondere Beweise fiir diesen nach unseren Darlegungen selbstver- 
stindlich erscheinenden Punkt nicht veréffentlicht, holen dies 
aber nach, da jiingst K. Schweizer’) die Bildung des Glycerins 
re il Helvet. chim. acta 2, 167. 1919. 

22° 
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bei der Sulfitgirung auf eine hydrierende Tatigkeit des Dinatrium- 
sulfits zuriickfihren will. Die ganze Unméglichkeit einer solchen 
Annahme ergibt sich einfach aus der Analyse der SO,-Menge, 
die zu Beginn und am Ende der Garung in den Ansatzen vor- 
handen ist, sowie des Glycerinquantums, das entsteht. Wir 
haben schon friiher hervorgehoben, daB, ahgesehen von dem 
teilweisen Eintritt der schwefligen Saure in organische Bindung 
mit dem Acetaldehyd und einer gewissen unspezifischen Oxy- 
dation, der wisserige Sulfitlésungen immer anheimfallen, keine 
SO,-Verminderung erfolgt. Wir fiihren folgende Belege an: 

a) 100 g Rohrzucker listen wir samt den Nahrsalzen und 80 g sekun- 
darem schwefligsaurem Natrium (berechnet auf 100° iges Salz) unter Bei- 
gabe von 50g Hefe M zu 1000 ccm mit ausgekochtem Wasser, durch das zu- 
vor noch | Stunde lang Kohlensiure geschickt worden war. Sofort nach dem 
Ansetzen wurde noch 30 Minuten CO, eingeleitet; darauf wurden zweimal 
je 100 ccm zur Bestimmung des vorhandenen Sulfats entnommen. Diese 
Proben wurden in einem Rundkolben im Kohlensaurestrom mit iiberschiissi- 
ger Salzsiure so lange erhitzt, bis keine schweflige Séure mehr entwich, 
sodann auf 500 ccm aufgefiillt und filtriert. Die in Teilen des Filtrats aus- 
gefiihrte Bariumsulfatanal yse lieferte fiir die Gesamtmenge der beiden 
Proben von je 100 ccm 1,980 bzw. 1,990 g BaSO,, im Mittel 1,985 g. Nach 
Beendigung des Garaktes, die in einem aliquoten, von der Hauptmenge zu 
Anfang abgesonderten Teile festgestellt wurde, erfolgte abermals eine SO,- 
Bestimmung, genau wie eben beschrieben. Sie ergab in zwei Kontrollen 
2,350 bzw. 2,331 g BaSO,, im Durchschnitt 2,3405 g. Die Zunahme an 
Bariumsulfat betrug demnach pro 100 ccm 0,355 g; das entspricht einer 
Oxydation von 0,191 g (oder nur 2,38% der urspriinglichen Menge) Na,SO, 
in 100 ccm Gargut. Darinwaren 2,93 g Glycerin gebildet. 

Wie man sieht, erfolgt eine Umwandlung von Sulfit zu Sulfat. 
Berechnet man aber die Menge schwefligsauren Salzes, die ver- 
schwunden sein miiBte, wenn etwa das Glycerin aus einem Zucker- 
halbmolekiil auf Kosten des Sulfits entstanden wire, so findet 
man, daB 4,01 g Na,SO,, also mehr als die 20fache Quantitat, 
erforderlich gewesen waren. Daf jene Oxydation des Sulfits 
eine vollig unspezifische ist, die nicht das geringste mit dem 
Auftreten des Glycerins zu tun hat, lehren die Ansitze b und c: 

b) Dieser Ansatz glich nach Mengenverhiltnissen und Ausfiihrung dem 
Versuch a. Die Vermehrung des Bariumsulfats belief sich in diesem Falle 
auf 0,3050 g (entsprechend 0,1646 g oxydiertem Na,SO,) pro 100 com Gargut 
und zeigte ein Zuriickgehen des urspriinglichen Gehaltes an Sulfit (8 g in 
100 com) um 2,06% an. 

c) Gleichzeitig mit diesem Gai versuche wurde eine Kontrolle mit ge- 
kochter Hefe angestellt, derart daB 50 g abgetitete Zellen unter Auflésung 
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von 80g Na,SO, in luftfreiem, mit gasférmiger Kohlensiure behandeltem 
Wasser zu 1000 ccm aufgeschlammt wurden. Ansatz c wurde ebenso lange 
wie b im Brutschrank digeriert und wie dieser verarbeitet. Das Barium- 
sulfat hatte am Schlu8B um 0,595g pro 100 ccm (entsprechend 0,3211 g 
oxyd. Na,SO,) zugenommen, was einer Verminderung des anfinglichen 
Sulfitquantums um 4,01% gleichkommt. 

Es ergibt sich, daB in der ohne Zucker mit abgetéteter Hefe 
angesetzten Probe, also ohne Garleistung, die Oxydation des 
Sulfits viel gréBer ist, als in der girtatigen Mischung. Dieser 
Umstand ist darauf zuriickzufiihren, daB nach bekannten Er- 
fahrungen Zucker sowie seine Umsetzungsprodukte Acetaldehyd, 
Alkohol und Glycerin ausgesprochene Konservierungsmittel fiir 
schwefligsaure Salze darstellen, und hinzu kommt noch die 
Schutzwirkung der Kohlenséureatmosphire waihrend des Garaktes. 


& Umsetzung verschiedener Zucker nach der 2. Vergirungsform. 


a) Vergarung von d-Mannose. a) 10g Mannose wurden 
unter Zusatz von 10 g Na,SO, und den iiblichen Nahrsalzen mit 
10 g Oberhefe auf ein Volumen von 100 ccm gebracht und bei 37° 
digeriert. Nach 5 Tagen waren 1,467 g Acetaldehyd = 14,67% 
entstanden. 

f) Der frither von uns beschriebene Vorlesungsversuch}), 
durch den man die schnelle Aldehydbildung bei der Vergirung 
von Glucose oder Rohrzucker in Gegenwart von schweflig- 
saurem Kalk demonstrieren kann, gelingt auch bei Mannose, 
und zwar sowohl mit obergiriger als untergiariger Hefe. 

b) Vergarung von Maltose. Wahrend wegen der Emp- 
findlichkeit der Maltase gegen Hydroxylionen (vgl. 8.318) die 
Vergarung des Malzzuckers in Gegenwart des alkalisch reagieren- 
den Na,SO, unterbleibt, kann man die Umsetzung dieses Zuckers 
in Anwesenheit von CaSO, leicht erreichen. Bei Ausfihrung in 
der angegebenen Versuchsanordnung ist nach 20 Minuten Acetal- 
dehyd zu konstatieren. 

c) Vergarung von Raffinose. Vergiart man eine 10proz. 
Raffinoselésung, die zugleich 80%, ihres Gewichts an Dinatrium- 
sulfit enthalt, mit obergiriger Hefe, so kann man nach */, Stunde 
Acetaldehyd auf das deutlichste nachweisen. Das gleiche Er- 
gebnis erhalt man bei Verwendung von schwefligsaurem Calcium. 


1) C. Neuberg, Zeitschr. f. Botanik. 1918. 
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6. Zusammenhang der 1. und 8. Vergérungsform nach den zeitlichen 
Verhiltnissen. 


Die Umsetzungen nach der 3. Vergirungsform verliefen zu- 
meist schneller als die nach der 2. (vgl. Tabelle IV), weil die 


Tabelle IV. 


Aus 100 ccm Gargut, enthaltend 10g Rohrzucker = 10,5 g 
Hexosen, waren entstanden: 





| Alkohol (nach — 
i der 1. Verg.- 
Glycerin | Form, ber. aus 
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Bildliche Darstellung der A)kalisatoren in der anwend- 


Brgvbatare: baren Menge im allgemei- 

Gesart-Alkohol . . ‘ 

(1*3 Vergarugsfarm Ten die biochemischen Pro- 
zesse weniger schiadigten als 

eox-2 Alkohol s 

(1 Vergarungsform) ~~ schwefligsaure Salze. Des- 
halb entfiel der Hauptteil des 
Abbaus schon auf den ersten 
Tag. Wir gingen wiederum 
von Invertzucker aus und ver- 
fuhren folgendermaBen: 

In eine Lésung von 500g 

invertiertem Rohrzucker wurden 

378 g doppeltkohlensaures Natrium 

a und 350g obergirige Hefe M ein- 
a — Glycerin tragen, wobei das Volumen 

BVergarungsform) — Betragen, 

. 4 5000 ccm betrug. In dieser Kon- 
zentration entsprach der Gehalt 
an NaHCO, einer 0,9-m-Lésung. 
Die Vergiérung nahmen wir bei 
35° vor. Die Bestimmungen von 
Alkohol und Glycerin geschahen 
nach 9, 12, 16, 24, 36, 60 Stunden. 
Nach 1'/, Tagen waren praktisch 

WD Stunden schon die Endausbeuten erreicht. 
Abb. 2 Die gefundenen Werte kann man 
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der vorstehenden Ubersicht (Tabelle IV) sowie ihrer kurven maBigen 
Wiedergabe entnehmen. Der Deutlichkeit wegen heben wir noch- 
mals hervor, daB die Alkoholmenge sich aus den jeweiligen Ertrig- 
nissen beider Vergairungsarten zusammensetzt; das auf die gewdhnliche 
Zuckerspaltung (s. Verjarungsform) entfallende Quantum ist durch die 
punktierte Linie dargestellt. 


7. Die Bilanz der 3. Vergaérungsform. 


Im Gegensatz zu den Verhaltnissen bei der Sulfitgarung er- 
fordert die Bestimmung der Reaktionsprodukte bei Anwendung 
geeigneter Alkalisatoren keine besonderen MaBnahmen. Die ab- 
solute Menge des Acetaldehyds, der nach unseren friiheren 
Feststellungen!) zwar zu Beginn der Garung in vermehrter Menge 
vorhanden ist, sich zum Schlusse aber nur in Spuren vorfindet, 
ist zu gering, als daB sie beriicksichtigt zu werden braucht. Zu 
beachten ist nur, da® bei der Extraktion des Glycerins aus den 
Salzmassen eine gute Durcharbeitung der anorganischen Riick- 
stiinde erforderlich ist. Die Bestimmung des Kohlendioxyds 
erfolgte wie bei den Sulfitversuchen in 2 Abschnitten, indem man 
sie trennt in die Ermittelung der frei entwickelten CO, und der 


- erst durch Sauredestillation aus dem alkalischen Gargut erhalt- 


lichen. Alle die Schwierigkeiten, die sich aus der Gegenwart von 
schwefliger Saure ergeben (s. vorher S. 315), fallen hier fort; nur 
ist z. B. bei der Anwendung von Natriumhydrocarbonat natiirlich 
die mit diesem Alkalisator eingefiihrte Kohlensiuremenge zu 
beriicksichtigen. Die Analyse des Kohlendioxyds geschah in allen 
Fallen durch Absorption in Barytwasser. 

Wir haben 5 verschiedene vollstandige Bilanzversuche (m‘t 
wechselnden Mengen Natriumbicarbonat und Dikaliumphosphat) 
angestellt, in denen alle Girungsprodukte der 3. Umsatzform 
(Alkohol, Kohlensaure, Glycerin, Essigsiure) einzeln ermittelt 
wurden. Die Ergebnisse sind in der Tabelle II auf S. 323 an- 
gefihrt; aus ihnen ist zugleich die Ubereinstimmung der 
analytisch gefundenen Werte mit den theoretischen 
zu ersehen, die auf Grund der stéchiometrischen Beziehungen 
der Garungsprodukte nach den von uns apfgestellten Garungs- 
gleichungen berechnet worden sind. Hier sei nur noch die Ver- 
suchsanordnung beschrieben: 


1) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 100, 316. 1919. 
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Bilanzversuch I. Zu einer Lésung von 120g Rohrzucker wurden 
60,6 g Natriumbicarbonat und 120g Oberhefe M gegeben. Das Volumen 
wurde auf 1200 ccm gebracht, so daB der Gehalt an NaHCO, 0,6 m war. 
Temperatur 34°. Nach 48 Stunden war die Girung beendet; die Fehling- 
sche Reaktion im Giirgut fiel negativ aus. 

Bilanzversuch II. 200g Rohrzucker wurden mit 151,4 g NaHCO, 
gelést und mit 200g obergiriger Hefe Rasse M versetzt. Das Volumen 
betrug 2 1, die Konzentration des NaHCO, entsprach der einer 0,9-m-Lésung. 
Bei 36° war nach 60 Stunden die Maische ausgegoren. ' 

Bilanzversuch III. In eine Lésung von 200g Rohrzucker wurden 
174,3 g Dikaliumphosphat und 200g Hefe M eingetragen. Das Volumen 
wurde auf 2000 ccm aufgefiillt; die Konzentration des Alkalisators war 
= 0,5m. Nach 48 Stunden war der Zucker praktisch vergoren (Tempera- 
tur 36°). 

Bilanzversuch IV. Der Ansatz enthielt in 1500 ccm: 150 g Rohr- 
zucker, 150g Hefe M sowie 196,1 g K,HPO,, entsprechend einer 0,75-m- 
Lésung. Nach 72 Stunden war die Girung bei 37° abgelaufen, es fand sich 
noch eine geringe Menge reduzierender Substanz vor. 

Bilanzversuch V. Zu 150g geléstem Rohrzucker wurden 261,5 g 
K,HPO, und 150 g Hefe M gefiigt; Volumen 1,5 1. Die Konzentration an 
Dikaliumphosphat betrug 1,0m. Nach 72 Stunden war die Probe mit 
Fehlingscher Mischung im Gargut nur noch schwach positiv, der Zucker 
also praktisch verbraucht; die Temperatur war 32°. 


8. Die sekundire Bildung von Trimethylenglykol bei der 38. Ver- 
girungsform. 


SchlieBlich teilen wir noch mit, daB bei sofortiger Auf- 
arbeitung auch in den Garversuchen unter Zusatz 
von alkalischen Salzen reines Glycerin auftritt und 
Trimethylenglykol fehlt. 

Wir gingen von 1 kg Rohrzucker aus, der, zum Gesamtvolumen von 
101 gelést, in Gegenwart von 840 g NaHCO, mit 1000 g Hefe M vergoren 
wurde. Aus dem filtrierten' und eingeengten Girgut wurde in iiblicher Weise 
das Glycerin mit Weingeist ausgezogen, durch wiederholtes Aufnehmen in 
Alkohol von Beimengungen befreit und schlieBlich durch Vakuumdestillation 
rein dargestellt. Bei einem Drucke von 13 mm erhielten wir nur einen 
geringen Vorlauf von wisserigem Alkohol, der zwischen 40 und 50° sott, 
und alles Destillierbare ging zwischen 167° und 168° iiber, ohne daB beim 
Siedepunkte des Dioxypropans die geringste Substanzmenge auffindbar ge- 
wesen wire. Die Ausbeute an Glycerin betrug 141,7 g. 


Hinsichtlich der Entstehung des Trimethylenglykols liegen 
also die Verhiltnisse bei der biochemischen Spaltung des Zuckers 
nach der 2. und nach der 3. Vergirungsform gleich. 
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